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(57) Abstract 



Tlie invention concerns a compound of general formula (I) and further concerns pharmaceutical compositions containing them, 
particularly useful for inhibiting the activity of clostridial toxins, in particular tetanus toxin and the seven serotypes ot botulmum neurotoxins 
of type A to G. 

(57) Abregu 

La presente invention a pour objet un compose de fonnulc generate (I). Elle se rapporte en outre a des compositions pharmaceutiques 
les contenant. utiles notamment pour inhiber I'activite" des toxines clostridials, en parttculier la toxine tetanique et les sept serotypes de 
neurotoxines botuliques de types A fiO. 
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"inhibiteurs de toxines clo stridiales et composi - 
tions pharraaceutiques les contenant". 

La presente invention concerne de nouveaux composes 
dotes de proprietes inhibitrices de I'acttvite des toxines clostridiales 
(tetaniques et botuiiques), leurs procedes de preparation et ies 
compositions pharmaceutiques correspondantes. 

Malgre de larges programmes de vaccination dans le monde 
de nombreuses bacteries demeurent une menace pour f'homme. 
Introduites dans un organisrne, elles y induisent ia production de toxines 
variees et initient ainsi le devetoppement de maladies graves voire 
letales. 

Le tetanos et le botulisme sont deux exemples particuhers de 
maladies neuromusculaires graves, induites par des neurotoxines 
clostridiales, respectivement la toxine tetanique et les sept serotypes de 
toxines botuiiques, A, B, C, D, E, F et G. 

En termes de prophylaxie, seuls un vaccin ainsi qu'un serum 
antitetanique sont aujourd'hui disponibles. En revanche, il n'existe a ce 
jour aucune therapie pour trailer les maladies deciarees. 

Le mode d'action de ces toxines, au niveau moleculaire, n'a 
ete mis en evidence que fort recemment, en 1992 par Schiavo et aL 
(Nature, 359 , 832). Elles sont constitutes de deux chaines 
polypeptidiques, rune lourde et I'autre legere, associees par un pont 
disulfure. La chaine lourde est responsable de la liaison specifique au 
neurone et de la penetration cellulatre. La chaine legere bloque 
Texocytose des neurotransmetteurs par proteolyse selective et distincte de 
trois proteines impliquees dans ce phenomene : la synaptobrevine, la 
syntaxine et SNAP -25. La degradation de I'une ou I'autre de ces proteines 
inhibe, dans te cas de la toxine tetanique, la liberation des 
neurotransmetteurs inhtbiteurs et, dans le cas des neurotoxines 
botuiiques, la liberation des neurotransmetteurs excitateurs. 

Cette voie de proteolyse et Tappartenance de ces toxines a 
la famille des metalloendopeptidases a zinc ont dans un premier temps 
conduit les chercheurs a envisager une therapie basee sur la mise en 
oeuvre d'inhibiteurs puissants et selectifs de cette activite enzymatique. 

Toutefois, toutes les molecules connues comme etant des 
inhibiteurs puissants et selectifs de proteases a zinc telles que le 
phosphoramidon pour la thermolysine, le captopril pour I'enzyme de 
conversion de I'angiotensine et le thiorphan pour I'endopeptidase neutre 
24 11 et bien d'autres se sont revelees inefficaces meme a des 
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concentrations milhmolaires sur ces toxines (Soleilhac et al (19 96 ) 
Analyt.cal Biochemistry, 241. 120-127 ; Cornille et al. (1994) Europ j 
B^chem.. 222. 173-181 ; Shone et al. (1993) Europ. j. Biochem , 21 7 

II demeure done a ce jour un besoin de medicaments pour 
traiter les maladies induites par les toxines clostridiales. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer 
de nouveaux composes capables d'inhiber. seiectivement ou 
comointement. les activites enzymatiques de la toxine tetanique et des 
d,vers serotypes de toxines botuliques. Ces composes sont des agents 
therapeutiques potentiels du tetanos et du botulisme. 

Plus precisement, la presente invention concerne des 
nouveaux composes de formule generale (I) : 




- X represente 



un groupement methylene ou 
un groupement carbonyle, 



- Ri represente : 



un groupement alkyle, alkoxyalkyle, alkylthioalkyle halo- 
alkyle, cycloalkyle, heterocycloalkyle, (cycloalk y l)alk y le 

(heterocycloalkyle)alkyle, aryle, arylalkyle. heteroaryle ou 
(heteroaryl)alkyle. substitue sur la chaine alkyle ou sur le cycle par au 
moins un groupement R r choisi parmi : 

un groupe sulfonamide -S0 2 NH 2 , -S0 2 NHR 8 ou 
-S0 2 N(R 8 ) 2 , 

. un groupe amide, -CONH 2 , -CONHR 8 ou -CON(R a ) 2 , 
. un groupe amine NH 2 , -NHR 3 ou -N(R a ) 2 et 
un groupe guanidinyle 
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avec R 8 etant un groupement aikyle, cycloalkyle, (cycloalkyl)alkyle. 
aryle ou arylaikyle, 

- R 2( R 3 representent independamment I'un de I'autre un atome 
< d'hydrogene, un groupement aikyle, alkoxyalkyle, carboxyalkyle, halo- 

alkyle, hydroxyalkyle, aminoalkyle, alkylthioalkyle, cycloaikyle, 
heterocycloalkyle, (cycloalkyl)alkyle ( (heterocycloalkyle)alkyle, aryle, 
arylaikyle, arylarylalkyie, heteroaryie, (heteroaryl)aikylei 
carbamoylalkyle, guanidinyiafkyie, 

in 

- R 4 represente 

• un atome d'hydrogene, 

• un groupement acetyle, 

15 • un groupement benzoyle, 

un groupement -SR 9 avec R 9 etant un groupement aikyle, 
cycloalkyle, (cycloalkyl)alkyle t aryle, arylaikyle, ou 

• un groupement 

!« -S-CHfCHRt-NHsJ-X-NfRsJCHRsCONfRe) CHR 3 COZ, 

avec R t X, R s< R 2t R s . R3 et Z tels que definis ci-dessus ou ci-apres, 

- R s et R 6 representent independamment i'un de I'autre un atome 
5 d'hydrogene, un groupement aikyle, cycloalkyle, (cycioalkyl)ajkyie, aryle, 

arylaikyle, heteroaryie, (heteroaryl)alkyle, 

- R 2 et R 5 pris ensemble peuvent eventuellement constituer avec I'atome 
d'azote portant R 5 un groupement heterocycloalkyle eventuellement 

" condense avec un aryle, ou un heteroaryie, 

- R 3 et R 6 pris ensemble peuvent eventuellement constituer avec I'atome 
d'azote portant R s un groupement heterocycloalkyle eventuellement 
condense avec un aryle ou un heteroaryie, 
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- Z represente un groupement OH, OR t0 . NH 2l NHR 10| N(R 10 ) 2t avec R i0 
etant un groupement alkyle, cycloalkyle, (cycfoalkyl)alkyle, aryle ou 
arylafkyle et leurs derives. 

Les definitions des differents groupements proposes dans la 
formule generale I des composes revendiques sont precisees dans la liste 
a-dessous. Ces definitions s'appliquent aux termes tels qu'iis sont utilises 
a travers ce texte (a moins qu'elles soient limitees a des exemples precis) 
soit mdividueilement soit en tant que faisant partie d'un groupe plus large. 

C'est ainsi qu'au sens de {'invention, on entend designer 

par ; 

- alkyle et alkoxy, une chaine hydrocarbonee lineaire ou 
ramifiee comportant de 1 a 7 atomes de carbone ; 

- halo-alkyle, un groupement alkyle dans lequei au moins un 
hydrogene est remplace par un atome de colore, de brome, d'iode ou de 
ffuor. A litre representatif d'un tel groupement on peut citer notamment les 
groupements pentafluoroethyie, 2,2.2-trichloroethyle, chloromethyle, 
bromomethyle et plus preferentiellement le bromomethyle ; 

- cycloalkyle, un groupement cycfoalkyle ayant 3, 4, 5, 6 ou 7 
atomes de carbone non substitue ou substitue par 1, 2, ou 3 groupements 
alkyle, aryle, alkoxy, alkylthio, hydroxy, amino, alkylamino, dialkyiamino, 
nitro, trifluoromethyle r ou atomes de chlore, brome, iode ou fluor ; 

- heterocycloalkyie, un groupement cycloalkyle comportant 
au moins un heteroatome pris parmi I'azote, I'oxygene ou le soufre et 
portant le cas echeant au moins un substituant te! que defini 
precedemment pour le cycloalkyle ; 

- aryle, un groupement phenyle ou naphtyle non substitue ou 
substitue par 1, 2 ou 3 groupements alkyle, alkoxy, alkylthio, hydroxy, 
amino, alkylamino, dialkyiamino, nitro, trifluoromethyie, ou atome de 
chlore, brome, iode ou fluor ; 

- heteroaryle, un groupement 2- ou 3-furanyle, 2- ou 3- 
thienyle, 2-, 3- ou 4-pyridinyle, 4-imidazofyle et 3-indolyle. 



A litre illustratif des groupements heterocycliques 
susceptibles d'etre constitues par R 3t R s et I'atome d'azote portant R 5 ou 
par R 3 , R 6 et I'atome d'azote portant R 6 , on peut notamment citer les 
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heterocycles azotes comme les carboxy 2-piperidinyle et carboxy 2- 
pyrrolidinyfe. 

Au sens de la presente invention, on entend couvrir sous ie 
terme "derives" notamment les sels d'addition des composes de formule 
generafe (I) obtenus avec des acides organiques ou mineraux 
pharmacologiquement acceptables. II peut par exemple s'agir de sels tels 
que les chlorhydrate, bromhydrate, sulfate, nitrate, borate, phosphate, 
methane sulfonate, acetate, fumarate, succinate, ascorbate, oxalate, 
lactate, pyruvate, citrate, tartrate, maleate, malonate, benzoate, 
diaminobenzene sulfonate, chromoglycate, benzene sulfonate, 
cyclohexane sulfonate, toluene sulfonate, dipropyl acetate, glucose-1 
phosphate, palmoate et palmitate. 



15 



Parmi ces derives, on peut egalement citer les dimeres de 
composes de formule generate I, constitues par deux molecules de 
composes de formule generale I, identiques ou differentes/couplees entre 
elles au niveau de leurs atomes de soufre respectifs. Dans ce cas 
particulier, R4 est represents par le groupement -S-CH[CHRi -NH2]-X- 
N(R5)CHR 2 CON(R6) CHR3COZ, identifie precedemment. 

De meme, la presente invention s'etend aux differentes 
formes eniantomeriques des composes revendiques. 

En effet, les composes de formule (I), possedant plusieurs 
carbones asymetriques, ils existent sous forme de melanges soit 
racemiques ou de diastereoisomeres ou encore sous forme de 
stereoisomeres purs. 

Les composes optiquement purs peuvent etre isoles par des 
syntheses enantioseiectives ou des resolutions par des amines chirales. 
Dans le cas de precedes de preparation conduisant a des melanges de 
stereoisomeres, une separation par HPLC semi-preparative sur colonne 
(Vydac C 13 , 10x250 mm, CH 3 CN-H 2 0) est effectuee, permettant une etude 
biochimique et pharmacologique separee de chaque stereoisomeres. 



Parmi ces stereoisomeres, sont preferes ceux possedant une 
configuration absolue (S) ou (R) sur le carbone portant le groupement R,. 
(S) ou (R) sur le carbone portant la fonction -SR 4t et (S) sur les carbones 
portant les groupernents R 2 et R 3 
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De preference, les composes selon ('invention comprennent 
a litre de R, un groupement alkyle, cycloalkyle, aryle. ou heteroaryle 
substitue par au moins un groupement -S0 2 NH 2 . -S0 2 NHR 8 , -S0 2 N(R 8 ) 2 
avec R 8 te! que defini precedemment. 

Selon un autre mode particulier de I'invention, il s'agit de 
composes de formule generale (I) dans laquelle X represents une fonct.on 

carbonyle. 



A litre de composes preferes selon la presente invention on 
peut plus particulierement citer les composes de formule generale (I) dans 
laquelle X represente une fonction carbonyle et R, represente un 
groupement alkyle, cycloalkyle, aryle, ou heteroaryle, substitue par au 
moms un groupement -S0 2 NH 2 , -S0 2 NHR 8 -S0 2 N(R 8 ) 2 -CONH, 
CONHR, -CON(R a)2 . NH 2 , -NHR 8 ou -N(R 8 ) 2 , avec R 8 ,el que defini 
precedemment. Selon un mode prefere de I'invention, R, y represente un 
groupement choisi parmi les groupements (CH 2 ) n S0 2 NH 2 , (CH 2 ) n CONH, 
ou (S0 2 NH 2 )Ph, avec de preference n compris entre 1 et 5 Plus" 
preferentiellement, il s'agit d'un compose avec un groupement 
(CH2)nS0 2 NH 2 avec n compris entre 1 et 5. 



e 



Plus preferentiellement, ii s'agit de composes de formul 
generale I dans laquelle R 4l R 5 , et R 6 represented un atome d'hydrogene 
X une fonction CO et avec R, representant un groupement (CH 2 ) 2 S0 2 NH 2 
ou un groupement (S0 2 NH 2 )Ph. 

A titre illustratif des composes revendiques selon ('invention 
on peut plus particulierement citer les derives suivants : 

N-(N-(2-mercapto ( 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Valyl- L- 
Isoleucine, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Vaiyl)- L- 
Isoleucyl- benzylamide, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Tyrosyl- L- 
Htstidine, 

N-(N-(2-mercapto t 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Tyrosyl)- L- 
Histidyl-benzylamide, 
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N-(N-(2-mercapto t 3-amino, 5-sulfamoyl pentyl)-L-Tyrosyl)-L- 

Histidine, 

N'-(N-(2-mercapto, 3-amino, 3-(3-sulfamoyl) phenyl propanoyl}- L- 
Tyrosyl)- L-Histidyl-benzylamide, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyl pentanoyl)-L-p (2- 
naphtyl)-Ala-L-p(2-naphtyl)-Alanine t 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyi pentanoyl)-L-Trp)-L- 
Leucine. 

La presente invention a egalement pour objet des procedes 
de preparation. des composes revendiques. 

Les composes de formule generate (I) dans laquelle X 
represente un groupement carbonyle, CO, peuvent etre prepares par 
couplage d'un acide de formule generale (II) : 




{«) 



dans laquelle: 

P, represente un groupement tertbutyloxycarbonyle ou 
benzyloxycarbonyle, 

P 2 represente un groupement 4-methoxybenzyle ou 2.4 
dimethoxybenzyle, 

avec Ri etant defini comme precedemment . 



avec une amine de formule generale (ill) 




dans laquelle: 

R 2 et R 3l R 5) R 6 et Z sont definis comme precedemment, 



WO 99/24461 9 PCTYFR 98/024 01 



K) 



dans un solvant organique, en presence d'un agent de couplage et d'une 
amine tertiaire, a une temperature de I'ordre de 20°C. 

Generaiement, le couplage de I'acide de formule (II) sur 
I'amine generale (III) est effectue en operant dans un solvant organique 
comme ie dichloromethane ou ie dimethylformamide, en utilisant comme 
reactif de couplage, un compose du type BOP [benzotriazol-1 -yl-oxy- 
tris(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphate], HATU [0-(7- 
azabenzotriazoM-yl)1 J^.S-tetramethyluronium hexafluorophosphate], ou 
TFFH [tetramethylfluoro formamidinium hexafluorophosphate] a une 
temperature de melange reactionnel voisine de 20°C et en presence d'une 
amine tertiaire comme la diisopropylethylamine. 

Ces produits de formule generale (11) peuvent prealablement 
15 etre obtenus par sulfenylation electrophile du f3-amino ester protege de 

formule (IV), 

I 

Pl — N CH 2*COP 3 
I 

H 

(IV) 

Dans cette formule, P, et R, sont definis comme precedemment, P 3 
represente un groupement methoxy, ethoxy, allyloxy ou une copule chiraie 

:o telle que celle decrite par Evans ou par Oppolzer permettant ainsi une 

synthese enantioselective par action d'un disulfure asymetique. 

Generaiement, le disulfure asymetrique de 4-methoxybenzy!e 
et de 2,4-dinitrophenyle est ajoute sur I'enoiate du |3-amino-ester protege 
(IV), obtenu par traitement du p-amino ester (IV) par le diisopropylamidure 

25 de lithium dans le THF a -78°C. La saponification des produits obtenus 

precedemment est effectuee par la soude dans un melange d'eau et de 
methanol a une temperature comprise entre 0°C et 20°C, pour conduire 
aux produits de formule generale (II). 

Ces produits de formule (IV) peuvent preliminairement etre 

M) obtenus soit : 

- par homologation selon la reaction de Arndt-Eistert a partir 
de I'amino-acide protege de formule (V): 
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Pi"N COOH 

H (V) 

ce produit de formule (V) etant convert! en diazocetone par addition de 
diazomethane sur ranhydride mixte obtenu par traitement de (V) avec fe 
chloroformiate d'isobutyie. Le rearrangement de Wolff avec du benzoate. 
d'argent en presence d'un alcool {methanol, ethanof, alcool allylique ou 
autre) conduit alors au compose de formule (IV), ou 

- par addition de Michael de I'amidure de lithium de !a 
benzyl-1-phenylethylamine (+) ou (-) sur i'ester a.p insature de formule 
(VI). [.'utilisation de cette amine secondaire chirale permet une synthese 
parfaitement enantioselective (ee> 99%), ia configuration obtenue 
dependant de fa configuration absoiue de I'amine de depart. La 
debenzylation du p-amino actde est obtenue par hydrogenolyse sous 20 
bars d'hydrogene en presence d'hydroxyde de palladium sur charbon et 
en presence de B0C2O afin de proteger I'amine primaire obtenue par un 
groupement f-butoxycarbonyl (P-j). 

^COP 3 

■* (VI) 

Lester (VI) peut etre lui meme obtenu par reaction de Wittig 
d'un compose de formule (VII) sur une aldehyde de formule (VIII) 



O 

II 
P 



(VII) 



O 

(VHI) 
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Les composes de formuie generate (I) dans iaquelle X 
represente un groupement methylene, ch 2 ., peuvent etre prepares par 
traitement d'une amine de formuie generate (III) telle que definie 
precedemment avec une aldehyde de formuie (IX) 

p -n-V cho 

H 1 

SP 2 

6 (IX) 

dans Iaquelle R,. P, et P 2 sont definis comme precedemment, au sein d'un 
soivant organique et en presence d'un catalyseur. 

De preference, le traitement de famine (III) sur I'aldehyde 
(IX) est effectue dans un soivant organique en presence d'acide 
paratoluenesulfonique en tant que catalyseur pour la formation de I'imine 
suivie de .la reduction par le cyanoborohydrure de sodium conduisant au 
compose de formuie (I), dans lequel X = CH2. 

Les produits de formuie (IX) sont generalement obtenus par 
reduction en alcool des composes de formuie (II) suivie d'une oxydation 
de Swern en aldehyde. 

La transformation de (II) en alcool est obtenue par reduction 
au borohydrure de sodium de I'anhydride mixte de (II) , L'oxydation de 
Swern est realisee par action du DMSO en presence de chlorure d'oxaiyle 
dans un soivant organique. 

Les amines de formuie (III) sont generalement obtenues par 
formation successive de liaisons peptidiques soit en phase liquide soit en 
phase solide selon la methode de Merrifield sur des resines diversement 
substitutes afin d'obtenir les differentes protections de I'acide C-terminal. 
A ('exception des structures ou R 2 et R s (respectivement R 3 et R s ) phs 
ensemble constituent un cycle, les substitutions R5 et R6 des groupes 
amino sont obtenues soit par formation de la base de schiff entre 
I'aldehyde correspondent a R5 et I'acide amine supportant R2, ou entre 
I'aldehyde correspondant a R6 et I'acide amine supportant R3 
respectivement puis reduction par le cyanoborohydrure de sodium. 
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Les composes revendiques s'averent capables d'inhiber 
significativement I'activite enzymatique des toxines ciosthdiaies comme la 
toxine tetanique et les sept serotypes de toxine botulique. 

A ce titre, les composes revendiques peuvent etre utilises en 
therapie dans tous les processus pathologiques induits par des toxines 
clostridiales. 

Plus precisement, les applications clintques pour lesqueiles 
on peut envisager ('utilisation de ces composes comprennent les maladies 
initiees par des toxines de type tetanique ou botulique. 

A ces fins, les composes revendiques et leurs derives 
peuvent etre utilises pour la preparation de compositions pharmaceutiques 
correspondantes. 

Plus particulierement, la presente invention concerne, selon 
un autre de ses aspects, une composition pharmaceutique comprenant en 
tant que principe actif au moins un compose de formule generaie (I) ou un 
de ses derives. 

Bien entendu, ce compose peut y etre associe a au moms un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De meme on peut envisager d'introduire conjointement deux 
ou plusieurs composes de formule generaie 1 dans une meme composition 
pharmaceutique. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre 
administrees par voie orale, parenteral, sublingual, transdermique ou 
topique. 

En ce qui concerne ('administration par voie orale ou 
sublingual, on utilise en particulier des comprimes, simples ou drageifies, 
des gelules, des granules eventuelfement a liberation retardee, des 
gouttes ou encore des liposomes. En ce qui concerne 1'administration par 
voie intraveineuse, sous-cutanee ou intramusculaire, on a recours a des 
solutions steriles ou sterilisables en particulier pour perfusion veineuse, 
tandis que I'on peut realiser (es patches conventionnels pour 
1'administration par voie transdermique. Pour ('utilisation topique on peut 
utiliser des cremes ou des lotions a etendre sur la peau. 

Les compositions pharmaceutiques selon la presente 
invention peuvent etre preparees selon des methodes usuelles bien 
connues dans le domaine de la technique pharmaceutique. 
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Le principe actif peut etre incorpore dans les excipients 
habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels 
que le talc, la gomme arabique, le lactose, 1'amidon, le stearate de 
magnesium, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine animate 
ou vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les differents agents 
mouitlants, dispersants ou emulsifiants, les conservateurs, etc. 

La quantite de principe actif a administrer par jour depend 
bien entendu de la particularite de I'indication therapeutique, de la gravite 
des affections a traiter, ainsi que du poids du malade et de la voie 
d'administration. 

Pour une administration systemique, la dose globale chez 
Thomme varie generaiement entre 1 et 100 mg par jour, par exempie de 2 
a 50 mg, et plus convenablement de 3 a 40 mg par jour. 

Des formes unitaires de dosage pour ('administration 
systemique comprendront generaiement de 3 a 50 mg (a savoir 3, 5, 10, 
20, 30, 40, et 50 mg de produit). Ces doses unitaires seront administrees 
normaiement une ou plusieurs fois par jour, de preference une a trois fois 
par jour. 

Pour ('administration topique, les compositions 
pharmaceutiques contiennent generaiement de 0,0001 a 1 % de principe 
actif et de preference de 0,01 a 5 %. 

Outre cette utilisation des composes de formule generale (I), 
a titre d'agent therapeutique potentiel des maladies induites par des 
toxines clostridials, comme le tetanos ou le botulisme, on peut egaiement 
envisager leur utilisation conjointe avec des toxines, botuliques par 
exempie, a des fins therapeutiques. 

En effet, il a ete developpe en clinique humaine des 
methodes de traitement therapeutiques symptomatiques des dystonies par 
hyperactivity motoneuronale. Ce type de prophylaxie est en particulier 
propose pour traiter des troubles du type strabisme, blepharospasms, 
crampe de I'ecrivain, spasme hemifacial. La therapie consiste a injecter 
des doses de toxines clostridiales au niveau de i'organisme traite. II est 
clair que compte tenu du caractere toxique de ces toxines, les doses 
mises en oeuvre, doivent etre minirnisees de maniere a prevenir tout effet 
secondare nefaste. La co-administration d'un compose selon invention 
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avec une toxine offre done la possibility d'employer des doses plus 
importantes et done plus efficaces de ces toxines. 

En consequence, les composes selon Pinvention fournissent 
avantageusement un antidote pour toute activite non desiree de 
neurotoxines botuliques, administrees en clinique humaine. 

On peut egalement envisager le developpement de protocole 
de co-admmistration permettant la detection et/ou titration de I'activite de 
ces toxines dans des cibles musculaires definies pour atteindre le resultat 

clinique desire. 

En consequence, la presente invention a egalement pour 
objet ('utilisation conjointe d'au moins un compose de formule generale (I) 
avec au moins une toxine clostridial comme la toxine tetanique ou la 
neurotoxine botulique et propose une composition pharmaceutic^ 
comprenant au moins un compose de formule generale I en melange avec 
au moins une toxine clostridial Selon un mode particulier de Invention, il 
s'agit d'une toxine tetanique ou d'une neurotoxine botulique 

Les composes decrits selon invention peuvent egalement 
etre utilises dans le cadre ^applications non therapeutiques en particulier 
dans des systemes de diagnostic et de detection de neurotoxines 
clostridials dans des cibles musculaires. 

En effet. ('inhibition selective de tel ou tel serotype de 
toxines ciostridiales par les composes decrits dans cette invention peut 
permettre dans un test enzymatique in vitro d'identifier avec certitude le 
serotype de toxine contaminant une solution aqueuse et pouvant contenir 
d'autres enzymes. 

La presente invention a egalement pour objet un systeme de 
diagnostic pour detecter des neurotoxines ciostridiales (tetanique et 
botuliques) caracterise en ce qu'il comprend au moins un compose de 
formule generale I. 

Les exemples presences ci-apres a litre non limitatif mettront 
en evidence d'autres avantages de la presente invention. 
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Les protons de spectre de resonance magnetique nucleaire 
sont numerotes selon les regies de nomenclature en vigueur et ies 
deplacements chimiques sont mesures en ppm en utiiisant le 1,1,1,3,3,3- 
hexamethyldisilazane (HMDS) comme etalon interne. 

A - PROCEDE DE PREPARATION GENERAL DE PEPTIDYL RESINE 

La synthese des peptidyl resines H-A-(-A2-dichlorotritylresine 
(respectivement H-Ai-A2-HMP-resine ou H-Ai-A2-Rink-amide-resine) est 

[o realisee sur la dichlorotritylresine substituee a 1,35 mmol/g 

(respectivement HMP-resine ou Rinkamide-resine substituee a 1,0 
mmol/g) en utiiisant la strategie Fmoc sur un synthetiseur Applied 
Biosystems ABI 431 B"\ L'acide amine protege Fmoc-A n -OH (1mmol) est 
couple a 125 mg (200 u.mol) de dichlorotrityl-resine dans la NMP en 

15 presence de diisopropylethylamine (DIEA) (respectivement, a 150 mg de 

HMP-resine (150 nmol)) en presence de DCC (dicyclohexylcarbodiimide) 
et de DMAP (dimethylaminopyridine). Le groupement a-amino est 
deprotege par un traitement avec 20% de piperidine dans la NMP (N- 
methylpyrrolidone). Les differents acides Fmoc-A n -OH (1 mmol), sont 

2o successivement couples dans la NMP en utiiisant comme agent 

d' activation ie couple dicyclohexylcarbodiimide (DCC)/ 1- 
hydroxybenzotriazole (HOBt). Le groupement Fmoc est ciive avec une 
solution de 20% en piperidine dans la :NMP. Apres chaque couplage et 
deprotection, la resine est aiternativement lavee avec de la NMP et du 

25 dichloromethane. 



B - PROCEDE DE PREPARATION DES DIFFERENTS SYNTHONS: 

Mi 

BO SYNTHESE DU SYNTHON 1: 

Acide 2-(paramethoxybenzyl-thio)-, 3-(N-benzyioxycarbonyl-amino)- ( 
5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanoique. 

^5 Ce synthon est commun aux exemples 1 , 2, 3, 4 et 5. 
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l-)Acide(2SR) 4 4'-dithiob.s, 2-(N.ben 7 Y lox V carbonvn-aminn 

ou (SR) IZ - HOMOCYS - DH^ 

A un melange de dioxanne (100 ml) / eau (100 ml) on ajoute 
a 0 °C, 5,52 g de soude en pastilles (137.9 mmol) puis 18 5 g (68 94 
mmol) de (SR) (D,L) Homocystine commercials . On coule alors goutte a 
goutte une solution de chloroformiate de benzyle (100 ml) Pendant 
■"addition, on ajuste le pH a 9 avec une solution de NaOH (1N) puis on 
laisse revenir a temperature ambiante et on agite pendant 2 heures On 
evapore le dioxanne puis on ajoute de I'acetate d'ethyle et on acidifie la 
phase aqueuse avec HCI 2N jusqu'a P H=1. On I'extrait a trois reprises 
avec de I'acetate d'ethyle puis on seche la phase organique avec une 
solution de- NaCI saturee et un passage sur Na 2 S0 4 . Apres evaporation a 
sec, on reprend la phase organique avec du toluene puis avec du 
dichloromethane. 

On obtient, avec un rendement de 99,2%, 36 7 
(68.39mmol) de (Z - Homocys- OH) 2 dont les caracteristiques sont les 
suivantes: 

Rf (MeOH:CH2Cl2:H2O:Ac0H 3:7:0,6:0,3)= 0,55 

1 H RMM (d 6 -DMSO) 5 1 .85 a 2.00 (m. 1 H, CH-CH2-CH2) 2 00 a 2 1 5 (m 
1H, CH-CHj-CH,), 2.70 (t, 2H, CH-CH2-CH2), 4.08 (m, 1H, CH-CH 2 -CH 2 )' 
4.97 (s, 2H, CH2-C6H5), 7.30 (m, 5H, CH aromatiques) 7 58 (d 1H NH 
Z). ' — 



II-) (2SR), 4, 4'-dithiobis. 2-m-b e n7vlnv ycarbonvn- a mino butanes rt 0 
methvle ou (SR) (Z - Homocvs - OMeW 

A une solution de 36,7 g de (Z-Homocys-OH) 2 , dans un 
melange de dichloromethane (50 ml) / ether (50 ml) refroidi a 0°C, on 
ajoute un exces de diazomethane. Apres 1 heure, I'exces de 
diazomethane est neutralise par ajout d'AcOH jusqu'a disparition de la 
coloration jaune, On evapore a sec. On obtient, avec un rendement de 
89,5%, 34,52 g de (Z - Homocys - OMe ) 2 dont les caracteristiques sont 
les suivantes: 
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Rf (AcOEt/cyclohexane 3:7) = 0,27 

1 H RMN (d6-DMSO) 5 1.82 a 2.10 (m, 2H, CH-CH9-CH?). 2.68 (m, 2H, 
CH-CH2-CH2), 3.60 (s, 3H, COOMe), 4.13 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 4.99 (s. 
2H, CH2-C6H5), 7.2 a 7.4 (m, , 5H, CH aromatiques), 7.73 (d, 1H, NH-Z) 



111-) (2SR). 2-fN-benzvloxvcarbonvn-amino. 4-(N-tertiobutvlaminosulfonyn 
butanoate de methvle 

to A une solution de 34,51 g (61,19 mmol) de (Z - Homocys - 

OMe )2 refroidie a 0 °C dans 20 ml de MeOH et 250 ml de CCU, du chlore 
gazeux est mis a buller sous vive agitation pendant 35 minutes. On purge 
le melange reactionnei avec de I'azote. (-'evaporation a sec permet 
d'obtenir, avec un rendement de 87%, 37.25 g de 2-(N- 

I5 benzyloxycarbonyl)-amino 4- (chlorosulfonyl) butanoate de methyle . 

A une solution de 37,25 g (106,5 mmol) du compose 
precedent dans 140 ml de CH2CI2, refroidi a 0 °C est ajoutee rapidement 
une solution de 50 ml de tBuNH2 dans 50 ml de CH2CI2. Apres 30 
minutes d'agitation, on filtre le chlorhydrate de tBuNH2. On rince avec un 

2n peu de CH2CI2 puis on evapore a sec. On obtient, avec un rendement de 

95%, 39,12 g de (2SR), 2-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 4-(N- 
tertiobutylaminosulfonyi) butanoate de methyle dont les caracteristiques 
sont les suivantes: 

>5 Rf (AcOEt:CH2Cl2 10:90) = 0,35 

1 H RMN (d6-DMSO) 5 1.18 (s, SH, tBu), 1.89 a 2.15 (m, 2H, CH-CH?- 
CH2), 2.84 a 3.09 (m, 2H, CH-CH?-CH?), 3.59 (s, 3H, COOMe), 4.22 (m, 
1H, CH-CH2-CH2), 4.99 (s, 2H, CH2-C6H5), 6.84 (s, 1H, SO2-NH), 7.29 
(m, 5H, CH aromatiques), 7.80 (d, 1H, NH-Z) 



IV-) Acide f2SR). 2-(N-benzvloxvcarbonvl-amino). 4-fN- 
tertiobutvlaminosulfonvO butanofque 

A une solution de 39,12 g (101,22 mmol) de (2SR), 2-(N- 
benzyloxycarbonyl-amino), 4-(N- tertiobutylaminosulfonyl) butanoate de 
methyle dans 100 ml. refroidie a 0 °C, est ajoutee une solution de 1 1,33 g 
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(283,42 mmol) de NaOH dans 100 ml de MeOH. Apres 3 heures 
d'agitation, on evapore le MeOH.. On ajoute de I'eau. La phase aqueuse 
est extraite avec Et20. On acidifie la phase aqueuse avec KHSO4 (2N) 
puis on extrait 3 fois avec de i'acetate d'ethyfe. L'ensemble des phases 
organiques est lave par de I'eau, seche sur sulfate de sodium et evapore. 
On obtient avec un rendement de 99%, 37,40 g d'acide (2SR), 2-(N- 
benzyioxycarbonyl-amino), 4-(N-tertiobutylaminosulfonyi) butanoique dont 
les caracteristiques sont tes suivantes: 

Pf = 133°C 

Rf (MeOH:AcOH:CH2Cl2) = 0,31 

RMN (de-DMSO) 5 1.08 (s, 9H, tBu), 1.75 a 2.00 (m, 2H, CH-CH?- 
CH2), 2.70 a 2.84 (m, 1H, CH-CH7-CH7). 2.84 a 2.98 (m, 1H, CH-CH~- 
Chbl, 3.98 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 4.86 (s, 2H, CHg-CfiHs). 6.72 (s, 1H, 
S02-NH), 7.19 (m, 5H, CH aromatiques), 7.56 (d, 1H, NH-Z), 12.70 (s, 1H, 
COOH). 



V-) (3SR). 3-(N-benzvioxvcarbonvl-amino), 5-(N-tertiobutvlaminosulfonvn 
pentanoate de methyle 

On dissout 20 g (53,7 mmol) d'acide (2SR), 2-(N- 
benzyloxycarbonyl-amino), 4-(N-tertiobutylaminosulfonyl) butanoique dans 
15 ml de DMF r on y ajoute 100 ml de THF fraichement distille puis 7,1 ml 
(1,2 eq) de N-methyimorpholine. A -15°C, on ajoute goutte a goutte 8,5 ml 
d'iBuOCOCi sous azote et on laisse agiter 20 minutes. Apres filtration du 
chlorhydrate de N-methyfmorpholine, on ajoute un exces de 
diazomethane. Apres une heure d'agitation, on evapore et on reprend a 
I'acetate d'ethyle. Les phases organiques sont lavees avec H20, NaHC03 
(10%), NaCI sature puis on seche sur Na2S04 et on evapore pour obtenir 
avec un rendement quantitatif, 21,12 g de (3SR), 3-(N-benzyloxycarbonyl- 
amino), 4-oxo, 5-diazenyl, N-tertiobutylsulfonamide pentanoate. 

A une solution de 21,12 g (53,28 mmol) de (3SR), 3-(N- 
benzyloxycarbonyl-arnino), 4-oxo, 5-diazenyl, N-tertiobutylaminosulfonyl 
pentanoate dans 180 ml de methanol, on coule goutte a goutte une 
solution de 1,64 g de benzoate d'argent dans 70 ml de triethylamtne. 
Apres une agitation eft h 30, on ajoute une spatule de celite, une spatule 
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de charbon actif et 50 ml de NaCi. On agite pendant 1 heure et on filtre 
sur celite. 

Le filtrat est evapore a sec. Le residu est repris avec de 
I'AcOEt. Les phases organiques sont lavees avec NaHC03 (10%), H2O 
KHS0 4 (1N) et NaCI sature. On seche sur Na 2 S0 4 et on evapore a sec. 
Le produit est purifie sur une colonne de silice avec comme eluant le 
melange suivant (20% AcOEt, 30% CH 2 CI 2l 50% cyclohexane).Apres 
concentration, on obtient avec un rendement de 95%, 20,06 g de (3SR), 3- 
(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobutylaminosu[fony!) pentanoate 
de methyle dont les caracteristiques sont les suivantes: 

Pf = 88°C 

Rf (AcOEt:CH2CI 2 :cyclohexane 1:1:1) = 0,48 

1 H RMN (CDCI3) 5 1 .29 (s, 9H t tBu), 1 .99 (m, 2H, CH-CH Z -CH?) 2 54 (d 
2H, CH2-COOMe), 3.05 (t, 2H, CH-CH 2 -CH2). 3.61 (s, 3H, COOMe) 4 02 
(m, 1H ( CH-CH2-CH2), 4.14 (s, 1H, S0 2 -NH), 5.03 (s, 2H, CH Z -CfiHg) 
5.37 (d, 1H, NH-Z), 7.2 a 7.4 (m, 5H, CH aromatiques) 



^ Acide [3SR1 3-(N-benzy1oxvcarbonvi-aminoy 5-(N- 

tertiobutvlaminosulfonvh pentanofgue 

10 g (25mmol) de (3SR), 3-(N-benzyioxycarbonyl-amino). 5- 
(N-tertiobutylamrnosulfonyl) pentanoate de methyle est saponifie selon la 
methode decrite precedemment dans I'exemple B| V en utilisant 2 
equivalents de NaOH. 

On obtient. avec un rendement quantitatif, 9,65 g (25 mmo!) 
d'acide (3SR), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 

tertiobutylaminosulfonyl) pentanoTque dont !es caracteristiques sont les 
suivantes: 

Rf (MeOH:AcOH:CH 2 C! 2 ) = 0,46 

1 H RMN (de-DMSO) 5 1.18 (s, 9H, tBu), 1.67 a 1.90 (m, 2H, CH-CH2- 
CH 2 ), 2.37 (d, 2H, CH2-COOH), 2.89 (t, 2H ( CH-CH9-CH9I 3.83 (m, 1H, 
CH-CH 2 -CH 2 ), 4.95 (s, 2H, CH2-C 6 H 5 ), 6.77 (s, 1H, S0 2 -NH), 7.29 (m, 
5H, CH aromatiques) 
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^ £2S1 3-(N-b e n 7 vtnv Y ., f bonv ,, aminn , , 

tertiobutvl aminosulfonvn pentannig i ia — " 

9,65 g (25 mmol) d'acide (3SR). 3-(N-benzyloxycarbonyl- 
amino), 5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanoique sont resolus en 
uhl.sant un equivalent de D( + )-a-methyl-benzylamine dans un systeme 
chioroforme/ isopropanol. On obtient avec un rendement de 73 9% 
3.571 g (9,24 mmol) d'acide (3S), 3-(N-benzylox y carbonyl-amino) 5-(N- 
i" tert.obutylaminosulfonyl) pentanoique. L'exces enantiomerique (94%) est 

determine apres couplage avec la D( + )- a -methyl-ben 2 ylamine et comoare 
avec la synthese realisee sur la L-homocystine. Les caracteristiques de 
ce produit sont les suivantes: 

i.' Rf (MeOH:AcOH:CH2Cl2 5:5:90) = 0,46 

1H RMN (ds-DMSO) 5 1.18 (s, 9H, tBu). 1.67 a 1.90 (m 2H CH-CH? 
CH 2 ), 2.37 (d, 2H, CH2-COOH), 2.89 (t, 2H, CH-CH 2 -CH2) 3 83 (m 
1H.CH-CH2-CH2), 4.95 (s. 2H, CH2-C 6 H 5 ), 6.77 (s. 1H, SO2-NH). 7.29 
(m, 5H, CH aromatiques) 



id 
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[3R1 3-(N-ben2vln y yr arbon V l-aminn^ 

tertiobutvlaminosulfonvl) pentanoique 

II est obtenu par un protocole. analogue en utilisant la D(-)-a- 
methyl benzyiamine. 

VIH-A) (3S), 3-(N-benzvlOXVCarbom/l-amin n ), 5-^-tertinh.itylaminnsnlfnnyl 

pentanoate de methvie 

A une. solution de 2,405 g (6,22 mmol) d'acide (3S) 3-(N- 
benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanoique, 
675 mg (7,09 mmol) de 4-hydroxypyridine dans 15 ml de pyridine, est 
ajoute a OX 1,580 g ( 7,66 mmol) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) La 
suspension est agitee pendant 3 heures a temperature ambiante puis 
concentree sous pression reduite. On ajoute, a O'C, 10-ml de methanol 
On agite pendant une nuit a 50°C. La suspension est concentree puis 
repris avec de I'AcOEt, le precipite de dicyclohexyluree est filtre. Le filtrat 
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est ensuite lave avec KHSO4 (1N), NaHC03(10%), une solution saturee 
de NaCI, seche sur Na2S04 puis evapore sous pression reduite. 

On obtient avec un rendement quantitatif, 2,49 g ( 6,22 
mmol) de (3S), 3-<N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) pentanoate de methyie dont les caracteristiques 
sont les suivantes: 



Rf (AcOEt:CH2Cl2:cyclohexane 1:1:1) = 0,48 

1 H RMN (CDCI3) 5 1.29 (s, 9H, tBu), 1.99 (m, 2H, CH-CH9-CH9V 2.54 (d, 
in 2H, CH2-COOMe), 3.05 (t, 2H, CH-CH9-CH7I 3.61 (s, 3H t COOMe), 4.02 

(m, 1H, CH-CH2-CH2), 4.18 (s, 1H, S02-NH). 5.03 (s, 2H, CHp-CfiHsl 
5.37 (d, 1H, NH-Z), 7.2 a 7,4 (m, 5H, CH aromatiques) 

Vlll-B) L'ester (3R) 3-(N-benzyloxvcarbonyl amino) 5-(N-tertiobutvl amino 
15 sulfonyl) pentanoate de methyie 

II est obtenu par un protocole analogue en utitisant I'acide 
(3R) decrit dans le paragraphe Vll-B (synthon 1). 

2u IX-A) (2S.3S). 2-(paramethoxybenzvl-thio), 3-fN-benzyloxycarbonvl- 

amino), 5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanoate de methyie. 



Sous azote, 1 r 5 g (3,75 mmol) d'ester (3S), 3-(N- 
benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobutylamino-thio) pentanoate de 

25 methyfe est dissout dans 10 ml de THF. A -78°C ( 6 ml de LDA (2M/ 

heptane/THF/ethylbenzene ; 4,80 mmol) sont ajoutes goutte a goutte. 
Apres 30 minutes, on ajoute a -78 6 C 1,98 g (5,625 mmol) de disulfure de 
paramethoxybenzyle et 2,4 dinitrophenyle, et la solution est agitee 
pendant 2 heures a -78°C. On ajoute KHSO4 (1N), on extrait avec de 

3o I'acetate d'ethyle ; les phases organiques sont lavees par KHS04(1N), 

NaCI saturee, sechees sur Na2S04 puis evaporees sous pression reduite. 

Apres purification sur coionne de silice 
(Ac0Et:CH2Cl2'cyclohexane 2:3:5), on obtient avec un rendement de 
54%, 1,125g de (2S.3S) 2-(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N- 

.»5 benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobuty!aminosuifonyl) pentanoate de 

methyie dont les caracteristiques sont les suivantes. L'exces 
enantiomerique est superieur a 95 % comme en ternoigne ['analyse HPLC. 
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Rf (AcOEt:CH2Cl2:cyclohexane 1:1:1) = 0,57 
Rf (AcOEt:CH2Cl2:cyclohexane 15:25:60) = 0,15 

RMN (CDCI3) 5 1.25 (s, 9H, tBu), 1.86 a 2.30 (m ( 2H, CH-CH2-CH 2 ) 
2.96 (t, 2H, CH-CH2-CH2), 3.29 (2d, 1H. CH-S), 3.64 (s, 3H, COOMe),' 
3.72 (s, 5H t S-CH2-C6H4-QMe), 4.02 (m, 1 H, ' CH-CH2-CH2). 4.87 (s, 1H 
S02-NH), 5.05 (s, 2H, CH2C6H5), 5.50 (d, 1H, NH-Z), 6.75 (d, 2H, CH 
aromatiques ortho a OMe), 7.14 (d, 2H, CH aromatiques metaa OMe), 
7.27 (m, 5H, CH aromatiques). 
in SM (ES), (M+H)+ m/z 539.3, (M+Na) + m/z 561 .3 

IX-B) 2-(paramethoxvbenz yl-thio), 3-fN-benzvloxvcarbonvl-aminn\ 
tertiobutvlaminosulfonvO pentanoate de methvfe. 



1 5 
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Le compose analogue de configuration (2R t 3R) est obtenu 
par le meme protocole en utilisant le compose decrit en Vlll-B (Synthon 1). 

££l Acide (2SR.3SV 2-(oaramethoxvbenzvl-thioV 3-{N- 

benzyloxycarbonvl-am ino), 5-fN-tertiobutviaminosulfonvh oentanoiaup 

A 0,546 g de (2S.3S) 2-(paramethoxybenzyl-thio),3-(N- 
benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobuty!aminosuifonyl) pentanoate de 
methyle dans 5 ml de methanol, on ajoute 1 ml de NaOH (6N). En suivant 
les conditions operatoires decrites dans I'exemple Biv. on obtient avec un 
rendement de 91%, 484 mg d'acide (2SR, 3S) t 2-(paramethoxybenzyl- 
thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N4ertrobutylaminosulfonyl) 
pentanoique dont les caracteristiques sont les suivantes: 

Rf (AcOEt:AcOH:CH2Cl2 30:2:70) = 0,24 et 0,32 

1 H RMN (CDCI3) 5 1.21 (s, 9H, tBu), 1.79 a 1.93 (m, 1H, CH-CH7-CH9V 
1.96 a 2.10 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 2.97 (t, 2H, CH-CH2-CH9). 3.24 et 
3.30 (d, 1H, CH-S), 3.70 (s, 3H, OMe), 3.76 (s, 2H, CH2-CH 4 -OMe), 4.04 
(m. 1H, CH-CH 2 -CH 2 ), 5.01 (s, 2H, CH7-CfiHfil 5.60 (d, 1H, NH-Z), 6.72 
et 6.77 (d, 2H, CH aromatiques ortho a OMe), 7.12 et 7.17 (d r 2H, CH 
aromatiques meta a OMe), 7.25 (br s, 5H, CH aromatiques). 
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X-B) (2SR. 3R) 2-fparamethoxvb e nzvl-thio) 3-(N-benzvloxycarbonvl- 
amino), 5-fN-tertiobutvlaminosulfonvn pentanoTaue. 

Le deuxieme couple de diastereoisomeres de configuration 
{2SR, 3R) est obtenu par ie meme protocole en utilisant le compose decrit 
en IX-B (synthon 1). 



BID VOIE DE SYNTHESE DU SYNTHON ? • 

Acide 2-paramethoxybenzyl-thio, 3-Boc-amino, 5-trityUcarbamoyl 
pentanoVque. 

Ce synthon est commun aux exempfes 7 et 8 . 

i^l £3§i 3-(N-tButvloxvcarbonvl-a minoV 5-/N-Tritvi-carbamo y i)- 

pentanoate de methvle 

A partir de 10 g (20,5 mmol). de (L) Boc Gln(Trt)COOH t on 
obtient en suivant les conditions operatoires de i'exemple B v (Synthon 1), 
avec un rendement de 85 %, 4,35 g de (3S), 3-Boc-amino-5-Trityl- 
carbamoyl-pentanoate de methyle dont les caracteristiques sont les 
suivantes: 

Rf (AcOEt:CH2Cl2 1 :3) = 0,58 

1 H RMN (de-DMSO) 5 1.32 (s, 9H, tBu), 1.25 a 1.37 (m, 1H, CH-CH9- 
CH2), 1-40 a 1.53 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 2.20 (t, 2H, CH-CH7-CH9). 2.30 
(d, 2H, CH2COOMe), 3.50 (s, 3H, COOMe), 3.63 a 3.77 (m, 1H, CH-CH 2 - 
CH2), 6.67 (d, 1H f NH-Boc), 7.08 a 7.22 (m, 15H, Trt), 8.50 (s, 1H, NH-Trt) 

IB) (3R) 3-(Boc-amin o) 5-ftritvl carbamoyi) pentanoate de methvle. 



Ce compose est obtenu par le meme protocole a partir de la 
Boc (D) Gin (Trt) COOK 
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— f 2RS . 2§1 2-paramethoxvbenzvl-thio. 3-Boc-amino 5-Tritvl- 

carbamoyl-pentanoate de methvle. 

A partir de 1,032 g de (3S), 3-Boc-amino-5-Trityl-carbamoyl- 
5 pentanoate de methyle, on obtient en suivant les conditions operatoires de 

. I'exemple Bix (Synthon 1), avec un rendement de 43%, 574 mg de (2RS, 
3S), 2-paramethoxybenzyl-thio, 3-Boc-amino, 5-Trityl-carbamoyl- 
pentanoate de methyle dont ies caracteristiques sont les suivantes: 

in Rf {AcOEt:CH2Cl2:cyclohexane 20:30:50) = 0,27 

1 H RMN (de-DMSO) 5 1.32 (s, 9H, tBu), 1.28 a 1.37 (m, 1H, CH-CHg- 
CH2). 1-86 a 1.95 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 2,10 a 2.24 (m, 2H, CH-CH 2 - 
CH2), 3.22 (d, 1H, CH-S), 3.55 (s, 3H, COOMe), 3.67 (2s. 5H, S-CHg- 
C6H 4 -OMe), 3.70 a 3.78 (m, 1H, CH-CH 2 -CH2), 6.72 (d r 1H, NH-Boc~), 

is 6.79 (d, 2H, CH aromatiques ortho a OMe), 7.12 (d, 2H, CH aromatiques 

meta a OMe), 7.10 a 7.23 (m, 15H, Trt), 8.50 (s, 1H, NH-Trt) 
MS (El) 153, 243, 559, 669. 

N-8) (2 RS. 3RV 2 -paramethoxv benzyl-thio, 3-fBoc-amino), 5-fTntvl- 
2u carbamoyQ-pentanoate de methvle 

II est obtenu par le meme protocoie a partir du compose (IB) 

(Synthon 2). 

lll-A) Acide (2RS, 3S), 2-paramethoxvbenzvl-thio, 3-Boc-amino. 5-tritvl- 
carbamoyl pentanoique 

A partir de 334 mg (0,5 mmol) de (2RS, 3S), 2-(synthon 1 ) B x 
^ paramethoxybenzylsulfanyl, 3-Boc-amino, 5-trityl-carbamoyl-pentanoate 

de methyle, on obtient en suivant les conditions operatoires de I'exemple 
(Synthon 1) Bx, avec un rendement de 97%, 317 mg d'acide (2RS, 3S), 2- 
paramethoxybenzylthio, 3-Boc-amino, 5-trityl-carbamoyl pentanoique dont 
les caracteristiques sont les suivantes: 

.'5 

Rf (MeOH:CH2Cl2 10:90) = 0,4 
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1 H RMN (d 6 -DMSO) 6 1.30(1.39) (s, 9H, tBu), 1.55 a 1.66 (m, 1H, 
pCH 2 (Gln)) ( 1.80 a 1.93 (m, 1H, (3CH2(Gln)), 2.13 a 2.26 (m, 2H t 
yCH 2 (Gln)) ( 3.12 (3.18) (d, 1H. CH-S), 3.68 (s. 5H t CH2-C6H5-OCH3)! 
3.70 a 3.80 (m, 1H, aCH(Gln)), 6.62(6.70) (d ( 1H, BocNH), 6.80 (d, 2H, CH 
arom ortho a OMe), 7.12 (d, 2H, CH arom meta a OMe), 7.10 a 7.25 (m, 
15 H, Trt), 8.48 (8.52) (s, 1H r NHTrt) 

IH-B) Acide f2RS. 3R). 2-para methoxvbenzyl-thio. 3-Boc-amino. 5-trityl- 
carbamoyl pentanoTque 

Le compose analogue de configuration (2RS r 3R) est obtenu 
par le meme protocole a partir du compose decrit en (IIB) (Synthon 2). 

Bill) VOIE DE SYNTHESE DU SYNTHON 3- 

Acide 2-(paramethoxybenzyl-thio)-, 3-{N-t-butoxycarbonyl-amino)-, 3- 
(3-(N-tertiobutylaminosulfony!)phenyl) propanoVque. 

Ce synthon est utilise dans I'exemple 6. 

I-) Acide 3-(N-tertiobutylaminosulfonvi) benzoiaue 

A une solution de 12,5 g (56,6 mmol) de Facide 3- 
chlorosulfonyl benzotque dans 200 ml de CH2CI2, refroidi a 0 °C est 
ajoutee rapidement une solution de 21 ml (198 mmol) de tBuNH2 dans 
50 ml de CH2O2. Apres 30 minutes d'agitation, on filtre te chlorhydrate de 
tBuNH2- On rince avec un peu de CH2CI2 puis on evapore a sec. On 
obtient, avec un rendement de 95%, 13,83 g d'acide 3-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) benzoique dont Jes caracteristiques sont les 
suivantes : 

Rf (AcOmoluene, 3/7) = 0,45 

1 H RMN (d6-DMSO) 5 1.05 (s, 9H. tBu), 7,65 (s, 1H, S0 2 NH) 7,65(t, 1H 
aromatique), 8,00 (d, 1H, aromatique) f 8,08 (d, 1H, aromatique), 8,33 (s, 
1 H, aromatique). 
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II-) 3-fN-tertiob utylaminosulfonvn phenyl methanol 



1!) 



20 



A une solution de 12 r 94 g (50,3 mmol) d'acide 3-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) benzoique dans 100 ml de 1 ,2-dimethoxyethane 
(DME) sont ajoutes successivement a -15X 6,6 ml (60,3 mmol) de N- 
methyl morpholine et 7,8 ml (60,3 mmol) de chloroformiate d'isobutyle. 
Apres 5 minutes, le precipite de chlorhydrate de N-methyl morpholine est 
filtre et lave avec du DME. Au filtrat recueilli dans un grand ballon, est 
ajoutee a -15°C une solution de 5g (130 mmol) de NaBH4 dans 10 ml 
d'eau. Apres 30 minutes de reaction, 100 ml d'eau sont ajoutes et le DME 
evapore sous, pression reduite. La phase aqueuse est alors extraite par 
2x100 ml d'acetate d'ethyle. La phase organique est alors lavee par NaCI 
sature avant d'etre sechee sur Na 2 S0 4 . On obtient, avec un rendement de 
90%, 10,9 g de 3-(N-tertiobutylaminosulfonyl) phenyl methanol dont les 
caracteristiques sont les suivantes: 

1 H RMN (de-DMSO) 5 1.04 (s, 9H, tBu), 4,52 ( d. 2H, CH 2 OH). 5.36(t, 1 H, 
CH20H) , 7,45 (s, 1H, S0 2 NH), 7,46(d, 2H, aromatique), 7,64 (dd, 1K 
aromatique), 7,77 (s, 1H, aromatique). 
Rf (AcOH/Toluene, 3/7) = 0,24 



0 3-fN-tertiobutvtaminosulfonyl) benzaldehvde 



A une solution de 4,7 ml (53,7 mmol) de chlorure d'oxalyl 
(fraichement distilJe) dans 100 ml de dichloromethane , est ajoute goutte a 
qoutte, a -78°C, sous azote, une solution de 9,5 ml (134 mmol) de DMSO 
dans 20 ml de dichloromethane. Une solution de 10,9 g (44,8 mmol) de 3- 
(N-tertiobutylaminosulfonyl) phenyl methanol dans 4ml de DMSO puis 
30 ml de CH2CI2 est couie goutte a goutte. L'agitation est maintenue 
pendant 30 minutes, puis on ajoute 31,2 ml (224 mmol) de triethylamme. 
Le melange reactionnel est agite pendant 5 minutes supplementaires a 
-65°C puts on laisse revenir le bain a temperature ambiante. 

Apres 1 h d'agitation, on ajoute de I'eau et la phase aqueuse 
est extraite au dichloromethane. Les phases organiques sont combinees, 
lavees avec KHS04(1N), NaHCO3(10%), NaCI saturee, sechees sur 
Na2S04- 
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Apres concentration sous pression reduite, on obtient avec 
un rendement de 96%, 10,45 g de 3-(N-tertiobutyfaminosulfonyl) 
benzaldehyde dont tes caracteristiques sont ies suivantes : 

Rf (AcOEt/cyciohexane, 1/2) = 0,32 

1 H RMN (DMSO) 5 1.05 (s, 9H, tBu). 7,70 (s, 1H, S0 2 NH), 7,78(t, 1H, 
aromatique), 8,10 (d, 2H, aromatiques), 8,29 (s, 1H, aromatique), 10,05 
(s t 1H, CHO). 

IV- ) 3-f3-f N-tertiobutylaminosulfonvn phenyl) prooenoate d'ethvle 

20,4 ml(102 mmol) de triethyl phosphonoacetate sont couies 
goutte a goutte a une suspension d'hydrure de sodium ( 3g, 104 mmol) 
dans le DME (200 ml). Apres 30 minutes d'agitation a 45X, 16,8 g 
(69,6 mmol) de 3-(N-tertiobutylaminosulfonyl) benzaldehyde sont ajoutes 
rapidement et le melange agite pendant 45 minutes a 50 °C. On ajoute 
alors 250 ml de melange eau-glace et on extrait par 250 ml d'acetate 
d'ethyle. La phase organique est lavee par NaCI sature avant d'etre 
sechee sur Na2S04- Apres concentration sous pression reduite, on 
obtient avec un rendement de 95 %, 20,56 g de 3-(3-{N- 
tertiobutylaminosuifonyl) phenyl) propenoate d'ethyle dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

Rf (AcOEt/cyclohexane, 4/6) = 0,40 

1 H RMN (DMSO) 5 1.05 (s, 9H, tBu), 1,20 (t,3H, CH3-CH2), 4,15 (q,2H, 
CH3-CH2), 6,65(d, 1H, Chi*). 7.50 (s, 1H, SO^NH), 7,58 (t, 1H. 
aromatique) 7,68(d, 1H, CH-COOEt),7,82 (d, 1H, aromatique) 7,91 (d, 1H, 
aromatique), 8,10 (s, 1H, aromatique). 

V- A) (3R) 3-(3-(N-tertiobutvlaminosulfonvl) phenyl) 3-aS)-N-benzvl-1 - 
phenvlethvlamino) propanoate d'ethvle 

A une solution de 4g(18,9 mmol) de (S) {-) N-benzyl-1- 
phenylethylamine(prepare selon la procedure decrite par Juahsti , Murer 
et Seebach(1993) Synthesis, p 1243-1246) dans 70 ml de THF anhydre 
sont ajoutes a 0°C 11,8 ml (18,9 ml) de nBuLi (1,6 M dans I'hexane). Le 
melange reactionne! est agite 15 minutes puis refroidi a -78°C. 2,36 g 
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(7,56 mmol) dans 30 ml de THF sont ajoutes goutte a goutte au melange 
raactionnel qui est agite 30 minutes supplementaires avant d'ajouter 30 mi 
d'une solution aqueuse de KHSO4 (1M). Apres evaporation du THF la 
phase aqueuse est extraite avec de I'acetate d'ethyle. La phase organique 
est lavee par KHS0 4 (1N), NaHC0 3 sature, NaCI sature, sechee sur 
Na2S04 puis evaporee sous pression reduite. 

Apres purification sur colonne de silice 
(AcOEt/CH2CI2/cyclohexane 1,5/1,5/7), on obtient avec un rendement de 
87%, 3,28 g de (3R) 3-(3-(N-tertiobutylaminosulfonyl) phenyl) 3-((S)-N- 
benzyl-1-phenylethylamino) propanoate d'ethyle dont les caracteristiques 
sont les suivantes. L'exces enantiomerique est superieur a 95 % comme 
en temoigne ('analyse HPLC et la RMN. 

Rf (AcOEt/cyc(ohexane t 3/7) = 0,41 

1H RMN (CDCI3) 6 1,02 (t,3H, CH 2 CH3), 1.13 (s. 9H, tBu), 1 20 (t 3H CH- 
CH3), 2,57 (M, 2H, CH2-C00Et), 3,64 (d, 2H, CH2<j», 3,84 a 3,95 (m 3H 
CH3-CH2 et CH3-CH), 4,47 (q, 1H, CH-CH2-COOEt) 4,51 (s 1H 
S0 2 NH), 7,11 a 7,35 (m, 2(f), 10H), 7,39 (dd, 1H, aromatique) ,7,51 (d. m, 
aromatique) 7,71 (d, 1H, aromatique), 7,90 (s, 1H, aromatique). ' 

3-f3-f N-tertiobutvlamino sulfonvl^ phenyl) 3-ffS)-N-ben7 Y Ui - 

phenylethylamino) propanoate d'ethvle 

Le compose analogue de configuration (3S) est obtenu par le 
merne protocole en utilisant la (R) (-) N-benzyM-phenylethy!amino) 
propanoate d'ethyle. 

Vl-A) (3R) 3-(N-t-butoxvcarbonvl-amino U , 3-f3-^N-tfirtiobutvlaminQsmfnn y i) 
phenyl) propanoate d'ethvle 



3,28 g (6,28 mmol) de (3R) 3-(3-(N-tertiobutylaminosulfonyl) 
phenyl) 3-((S)-N-benzyl phenylethylamino) propanoate d'ethyle et 4,8 g 
(22 mmol) de B0C2O sont solubilises dans 60 ml d'acetate d'ethyle 
contenant 4,4 g Pd(OH) 2 /C (20%). La solution est vigoureusement agitee 
en presence de 20 bars d'hydrogene a 25 °C pendant 18 heures. Apres 
elimination du catalyseur par filtration sur celite, le filtrat est evapore sous 
pression reduite et purifie sur colonne de silice (AcOEt/cyclohexane, 1/3) 
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pour obtenir avec un rendement de 85% 2,28g de (3R) 3-(N-t- 
butoxycarbonyl-amino)-, 3-(3-(N-tertiobutylaminosulfonyl)phenyl) 
propanoate d'ethyle dont les caracteristiques sont tes suivantes. 

5 Rf (AcOEt/cyciohexane, 3/7) = 0,21 

1 H RMN (CDCl3)6 1 ,1 3 (t,3H, CH 2 CH3), 1.15 (s, 9H, tBu-NH-S0 2 -). 1-35 
(s. 9H, Boc), 2,76 (d, 2H, CH^-COOEt), 3,99 (q, 2H, CH3-CH9), 4.60 (s, 
1H, S0 2 NH), 5,08 (m, 1H, CH-CH2-COOEt), 5,58 (d, 1H, NH-Boc), 7,38 
(dd, 1H, aromatique) ,7,40 (d, 1H, aromatique) 7,72 (d, 1H, aromatique), 

i» 7,77 (s, 1 H, aromatique). 

Vl-B) (3S), 3-fN-t-butoxvcarbonvl-amino)-, 3-(3-(N- 

tertiobutvlaminosulfonyl) phenyl) propanoate d'ethvie 

^ Le compose analogue de configuration (3S) est obtenu par ie 

meme protocoie a partir du compose decrit en (V-B) (Synthon 3). 

VH-A) (2S.3S) 2 -(paramethoxvbenzvl-thioK 3-f N-t-butoxvcarbonvl-aminol- 
. 3-(3-fN-tertiobutylaminosulfonv0phenvn propanoate d'ethvie 

2(1 

Sous azote, 0,5 g (1,17 mmol) d'ester (3R) 3-(N-t- 
butoxycarbonyl-amino)-, 3-(3-(N-tertiobutylaminosulfonyl)phenyl) 
propanoate d'ethyle est dissous dans 10 ml de THF. A -78°C, 1,9 ml de 
LDA (2M/ heptane/THF/ethylbenzene; 3,8 mmol) sont ajoutes goutte a 

25 goutte. Apres 30 minutes, on ajoute a -78°C 0,5 g (1,4 mmol) de disulfure 

de paramethoxybenzyfe et 2,4 dinitrophenyle (prepare selon Bischoff et 
al., (1997) J.Org.Chem., 62(14), p 4848-4850), et la solution est agitee 
pendant 2 heures a -78 d C. On ajoute KHSO4 (1N), on extrait avec AcOEt ; 
les phases organiques sont lavees par KHS04(1N), NaCI saturee, 

;o sechees sur Na 2 S04 puis evaporees sous pression reduite. 

Apres purification sur cotonne de silice (AcEt/cyciohexane 
1/3), on obtient avec un rendement de 49%, 331 mg de (2S.3S) 2- 
(paramethoxybenzyl-thio)-, 3-(N-t-butoxycarbonyl-amino)-, 3-(3-(N- 
tertiobutylaminosuffonyl)phenyl) propanoate d'ethyle dont les 

:o caracteristiques sont les suivantes. L'exces enantiomerique est superieur 

a 95 % comme en temoigne I'anaiyse HPLC et la RMN. 
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1.5 



20 



Mi 



Rf (AcOEt/cyclohexane, 3/7) = 0,31 

1 H RMN (CDCI3) 5 1,08 (t,3H, CH2CH3), 1.12 (s, 9H, tBu-NH-S0 2 -) 1 36 
(s. 9H, Boc), 3,40 (d, 1H, CH-COOEt), 3,75(s. 3H et 2H, OMe et ^CHg-S) 
3,96 (q, 2H, CH3-CH2), 4,51 (s, 1 H, S0 2 NH). 5,00 (m, 1H, BocNH-CH) 
6,11 (d, 1H, NH-Boc), 6 ,82(d t 2H, (j>-OMe), 7,22<d, 2H, (j)-OMe),7,25 (d,' 
1H, aromatique), 7,30 (t, 1H ( aromatique) , 7,50 (s t 1H, aromatique), 7,68 
(d, 1H, aromatique). 

Vll-B) (2R, 3R), 2 -(paramethox v benzvMhiol- 3-(N-t-butoxvcarbonyi- 
arnino)-, 3-(3-(N-tertiobutvlaminosulf onvi)phenvn propanoate d'gthy lo 

Le compose analogue de configuration (2R, 3R) est obtenu 
par le meme protocofe a partir du compose decrit en (Vi-B) (Synthon 3). 



— acide (2SR.3S), 2-( paramethoxvbenzvl-thioK 3-fN-t-h. itrww- 

carbonylamino)-, 3-f 3-f N-tertiob utvlaminosulfonynDhenvn propanoig i jp 

A 0,33 g (0,57 mmole) de (2S.3S) 2-(paramethoxybenzyl- 
thio)-, 3-{N-t-butoxycarbonyl-amino)- ( 3-(3-(N- 

tertiobutyiaminosulfonyi)phenyl) propanoate d'ethyfe dans 2,5 ml 
d'ethanol, on ajoute 2,5 ml de NaOH (2N). En suivant les conditions 
operatoires decrites dans Texemple (Synthon 1) Biv. on obtient avec un 
rendement de 98%, 310 mg d'acide (2SR,3S), 2-{paramethoxybenzyl- 
thioJ-.S^N-t-butoxycarbonyl-aminoJ-^^S^N-tertiobutylamino 
sulfonyl)phenyl) propanoi'que dont les caracteristiques sont les suivantes : 

Rf (CH2Cl2/MeOH/AcOOH ( 96/3/1 ) = 0,16 

1 H RMN (CDCI3) (deux diastereoisomeres A et B) 5 1,11 (A) et 1.12 (B) 
(s. 9H, tBu-NH-S02 -), 1,30 (A) et 1,35 (B) (s, 9H, Boc), 3,40 (A) et 3,45 
(B) (d, 1H, CH-COOEt), 3,72 et 3,75 (A+B) (s, 3H et 2H, OMe et 6-CH9- 
S), 3,65 (s, 1H, S0 2 NH), 5,05 (A) et 5,32 (B) (m, 1H, BocNH-CH), 5,37 (A) 
et 6,20 (B) (d, 1H, NH-Boc), 6,75 (A) et 6,80 (8) (d, 2H, cjj-OMe), 7,12 (A) 
et 7,20 (B) (d, 2H, <|>-OMe),7,30 (A+B) (d, 1H, aromatique), 7,40 (A+B) (t, 
1H, aromatique) , 7,81 (B) et 7,70 (A) (s, 1H, aromatique), 7,68 (A) et 7,75 
(B) (d, 1H, aromatique). 
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Vlll-B) (2SR. 3R), 2-{paramethoxvbenzvl-thioK 3-fN-t-butoxv- 
carbonylaminoK 3-(3-(N-tertiobutvlaminosulfonvl)phenyt) propanoique. 

Le compose de configuration (2SR, 3R) est obtenu par te 
meme protocoie a partir du compose decrit en Vll-B (Synthon 3). 

EXEMPLE N° 1 

N-(N-{2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Valyl)- L- 
Isoleucine 

I-) H-Val-Ne-HMP-resine 

La synthese du dipeptidyl-resine H-Val-lle-HMP-resine est 
realtsee en utilisant la procedure A sur 150 mg (0,15 mmo!) de HMP- 
resine avec A2 = Fmoc-lle-OH et Ai = Fmoc-Val-OH. 

M-A) (2RS.3S). N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanovh- L- 
ValyQ- L-lsoleucine 

A 135 mg (250 jamoi) d'acide (2RS f 3S), 2- 
(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) pentanoique (Synthon 1A), .122 mg (320 fimol) de 
HATU (0-(7-azabenzotriazol-1 -yl)1 , 1 ,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate), 150 ^mol de H-Val-lle-HMPresine dans 5 ml de 
dichloromethane est ajoutee, sous agitation a temperature ambiante, 200 
de diisopropylethylamine. La fin de la reaction est suivie par !e test de 
Kaiser. Apres 6 heures de reaction a cette temperature, !a resine est iavee 
alternativement avec NMP (N-methyl-pyrrolidone) et dichloromethane. 

On effectue une deprotection TFA avec le melange TFA : 
eau : triisopropyisilane 40: 2: 1 pendant 3 heures a temperature ambiante. 
Le melange reactionnel est evapore sous pression reduite, repris avec de 
I'eau puis lyophilise. 

On effectue des lors une deprotection HF a 0°C avec le 
melange HF : metacresol 10:0,2 pendant 1 heure. Apres distillation du HF t 
le residu est repris avec un peu de TFA puis precipite avec un melange 
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froid ether diethylique : n-hexane 50:50. Le produit est ensuite lyophiiise. 
On obtient 100 rng de brut. 

Le produit est purifie sur une colonne semi-preparative 
(Vydac C18 ref 218TP510, 20x250 mm). Les deux diastereoiomeres sont 
5 ainsi separes. 

HPLC (gradient 20% de B a 60% de B en 15 min; colonne Macherey- 
Nagel C18): 2 pics 8.9 et 9.4 
SM (ES): (M+H) + m/z = 441 , 1 

r> 1 H-RMN <D 2 0) 5 0.90 (t, 3H, 5CH 3 (lle)) f 0.92 a 1.10 (m, 9H, yCH 3 (lle)// 

yCH3(Val)/yCH3(Vai)), 1.20 a 1.30 (m, 1H, yCH 2 (He)) ( 1.42 a 1.53 (m, 1H ( 
yCH2(lle)), 1.88 a 1.96 (m, 1H, pCH(IIe), 2.06 a 2.14 (m, 1H, pCH(Valj) 
2.22 a 2.32 (m. 2H, CH-CH2-CH2), 3.39 (m, 2H, CH-CH2-CH9), 3.82 (d, 
1H, CH-SH), 3.88 (d, 1 H, CH-CH2-CH2), 4.16 (m, 1H, aCH(Val), 4.27 (d 

5 1H, aCH(Ne)). 

ll-B) (2RS.3 R) N>(N-(2-mercapto. 3-amino. 5-sulfamovl pentanovh- I - 
ValvD- L-lsoleucine 

> Les deux autres diastereoisomeres sont obtenus par le 

meme protocote a partir du synthon 1 de configuration (2RS 3R). 

EXEMPLE N° 2 

N-(N-(2-mercapto f 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl) - L-Vaiyl)- L- 
isoleucyl- Benzylamide 

i-) H-Val-lle-NHBz 

Le compose H-Val-lle-NHBz est obtenu en phase fiquide par 
condensation et deprotection successives du Boc-!le-OH et du Boc-Val- 
OH sur ia benzylamine. Ce compose presente les caracteristiques 
suivantes : 

1 H RMN (d6-DMSO) 5 0.80 (t, 3H, 5CH3(l!e)), 0.82 (d, 3H, yCH3(Val)), 
0.84 (d, 3H, yCH3(lle)), 0.86 (d, 3H f yCH3(Val)), 0.99 a 1.11 (m, 1H, 
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yCH2(lle)), 1.40 a 1.52 (m t 1H, yCH2(lle)) 1 1.60 a 1.65 (m. 1H, pCH(lle)) 
1.93 a 2.08 (m, 1H, pCH(Val)), 3.65 (dd, 1 H r aCH(ile)), 4.11 a 4.20 (m, 2K 
CH2-C6H5). 4.31 (dd, 1H, aCH(Val)), 7.20 (m, 5H. aromatiques), 8 03 (s 
3H. NH 3 + ), 8.38 (d, 1 H, NH(lle)), 8.60 (t, 1 H, NH-CH 2 -C 6 H5) 

ll-A) (2RS.3S), N-(N-(2-mercaoto. 3-amino 5-sulfamovl oentanovh - l - 
ValvD- L-lsoleucvl- Benzvlamide 

A 269 mg (500 ^mol) d'acide (2RS. 3S), 2- 
(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) pentanoi'que (dont la synthese est detaillee dans 
ta procedure 2), 380 mg (1 mmol) de HATU (0-(7-azabenzotriazol-1- 
yl)1.1.3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate), 192 mg (600 nmol) 
de H-Val-ile-NHBz dans 5 ml de dichloromethane est ajoute, sous 
agitation a temperature ambiante, 305 \x\ de diisopropyiethylamine. 

Apres 6 heures de reaction a cette temperature, on evapore 
le dichloromethane sous pression reduite. On reprend le residu avec de 
TAcOEt ; les phases organiques combinees sont lavees avec NaHC03 
(10%), KHSO4 (1N), une solution saturee de NaCI. Apres avoir seche sur 
Na2S04 puis evaporee sous pression reduite, on effectue une 
deprotection TFA avec le melange TFA : eau : thisopropylsilane 40: 2: 1 
pendant 3 heures a temperature ambiante. Le melange reactionnei est 
evapore sous pression reduite, repris avec de I'eau puis iyophiiise. 

On effectue des lors une deprotection HF a 0°C avec le 
melange HF : metacresol 10:0,2 pendant 1 heure. Apres distillation du HF, 
le residu est repris avec un peu de TFA puis precipite avec un melange 
froid ether diethylique : n-hexane 50:50.Le produit est ensuite Iyophiiise. 
On obtient 460 mg de brut. 

Le produit est purifie sur une coionne semi-preparative 
(Vydac C18 ref 218TP510, 20x250 mm). Les deux diastereoiomeres ne 
sont pas separes. 

HPLC (gradient 40% de B a 80% de B en 15 min; coionne Macherey- 
Nagel C18): un seul pic a 8.6 min 

1 H-RMN (de-DMSO) 5 0.75 a 0.85 (m, 12H, Y CH 3 (lte)/ 5CH 3 (lle)/ 
yCH3(Val)/yCH3(Val)) t 0.96 a 1.07 (m, 1 H, yCH2(He)), 1.35 a 1.45 (m, 1H, 
yCH2(lle)) ( 1.62 a 1.72 (m, 1H, pCH(lle), 1.90 a 2.10 (m, 3H, (JCH(Vaf)/ 



WO 99/24461 



PCT/FR98/02401 



CH-CH2-CH2), 2.94 a 3.07 (m, 2H, CH-CH7-CH9), 3.47 et 3.57 (m 1H 
CH-CH2-CH2), 3.83 et 3.87 (d, 1H, CH-SH), 4.13~(m, 1H, aCH(lle)) 4 17 
et 4.24 (m, 2H, CH2-C 6 H5), 4.28 (m, 1H, aCH(Val) ( 6.69 et 6.71 (s, 2H 
SO2NH2). 7.15 a 7.25 (m, 5H, CH2-C6H5), 8.02 et 8.09 (d, 1H, NH(lle))' 
8.34 et 8.38 (d, 1H, NH(Vai)), 8.48 et 8.52 (t, 1 H, NH-CH 2 -C 6 H 5 ) 
1 H-RMN (D20) 5 0.84 a 0.97 (m t 12H, yCH 3 (lle)/ 5CH 3 (lle)/ yCH 3 (Val)/ 
yCH3(Val)) f 1.16 a 1.23 (m. 1H, yCH 2 (lle)) t 1.47 a 1.56 (m, 1H, yCH 2 (lle)), 
1.82 a 1.88 (m, 1 H, pCH(lle), 2.02 a 2.08 (m, 1H, pCH(Val)), 2.22 a 2.28 
(m, 2H, CH-CH2-CH2), 3.33 a 3.41 (m, 2H, CH-CH 2 -CH2), 3.78 (m, 1H, 
CH-SH), 3.79 (m, 1H, CH-CH 2 -CH 2 ), 4.10 (d, 1H, aCH(Val), 4.12 (d! 1H 
aCH(lle)), 4.40 (s, 2H, CH2-C6H5), 7.29 a 7.41 (m, 5H, CH 2 -C 6 H 5 ) 
SM (ES): (M+H) + m/z = 530 t 2 

ll-B) 

Les deux autres diastereoisomeres sont obtenus par ie 
meme protocole a partir du synthon 1 de configuration (2RS, 3R). 



EXEMPLE N° 3 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Tyrosyl)- L- 
Histidine 

I-) H-TvrftBu)-HisfTrt)-dichlQrotritv[resinft 

La synthese du dipeptidyl-resine H-Tyr(tBu)-His(Trt)- 
dichlorotritylresine est realisee en utifisant la procedure 1 sur 125 mg (168 
Limol) de dichlorotritylresine avec A2 = Fmoc-His(Trt)-OH et A1 = Fmoc- 
Tyr(tBu)-OH. 

N-A) (2RS.3S), N-(N-(2-mercaot o, 3-amino 5-sulfamovl oentanoyh- 1 - 
TyrosvD- L-Histidvl-OH 

A 135 mg (250 jamol) d'acide (2RS, 3S), 2- 
(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbony!-amino), 5-(N- 
tertiobutylaminosulfonyl) pentanoique (dont la synthese est detaillee dans 
fa procedure 2), 140 mg (320 M mol) de BOP, 168 nmol de H-Tyr(tBu)- 
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His(Trt)-dich!orotritylresine dans 5 ml de dichloromethane, est ajoute, sous 
agitation a temperature ambiante, 200 ^1 de diisopropylethylamine. La fin 
de la reaction est suivie par le test de Kaiser. Apres 6 heures de reaction 
a cette' temperature, la resine est lavee altemativement avec NMP et 
dichloromethane. 

Le peptide est dive de la resine par traitement avec !e 
melange trifluoroethanol : dichloromethane 2:8 (20 ml). 

On effectue une deprotection TFA avec le melange TFA : 
eau : triisopropylsilane 40 ml: 2 ml: 1 ml pendant 3 heures a temperature 
ambiante. Le melange reactionnel est evapore sous pression reduite, 
repris avec de I'eau puis lyophilise. 

On effectue des tors une deprotection HF a 0"C avec le 
melange HF : metacresol 10 ml:0 t 2 ml pendant 1 heure. Apres distillation 
du HF. le residu est repris avec un peu de TFA puis precipite avec un 
melange froid ether diethylique : n-hexane 50:50. Apres centrifugation, le 
culot est repris avec de I'eau puis lyophilise. On obtient 100 mg de brut. 

Le produit est purifie sur une colonne semi-preparative 
(Vydac C18 ref 218TP510, 20x250 mm). Les deux diastereoiomeres sont 
ainsi separes. 

HPLC (gradient 0% de B a 40% de B en 15 min; colonne Macherey-Nagel 

C18): 2 pics 10.6 min et 1 1.5 min 

SM (ESI): (M+H) + m/z = 529,1 et 2+ 265,2 

ll-B) (2RS. 3R) N-(N-f2-mercapto, 3-amino. 5-sulfamovi pentanovh- L- 
Tvrosvh- L-Histidine 



Les deux autres diastereoisomeres sont prepares par le 
meme protocole a partir du synthon 1 de configuration (2RS, 3R). 
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EXEMPLE N°4 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyll-L-Tyrosvll-L- 
Histidyl-NHBz. 

I-) H-Tvr(tBu)-HiSfTrn-NHR7 

H-Tyr(tBu)-His(Trt)-NHBz dont les caracteristiques sont les 
su.vantes est obtenu en phase liquide par condensations et deprotections 
successives du Fmoc-His(Trt)-OH et du Fmoc-Tyr(tBu)-OH sur la 
benzylamine, en utilisant les protocoles connus de I'homme de I'art. 

1H RMN (ds-DMSO) 5 1.20 (s. 9H. Trt), 2.40 (dd, 1H, pCH 2 (His) / 
PCH 2 (Tyr)), 2.80 (dd, 2H, pCH 2 (His) / pCH 2 (Tyr», 3 30 (m 1H 
aCH(His)), 4.17 (m. 2H, CH 2 -C 6 H 5 ), 4.48 (m. 1H, aCH(His)). 6 60 (s 1 H ' 
His). 6.77 (d, 2H, H 3 H 5 (Tyr)), 6.95 (d, 2H, H 2 H 6 (Tyr)), 7.00 a 7 33 (m 
20H, C 6 H 5 / Trityl), 8.12 (d, 1 H, NH(His)), 8.30 (t, 1H, NH-CH 2 -C 6 H5)' 
8.52 (d, 2H, NH 2 (Tyr)). 

Il-A) (2RS , 3S), N-(N-(2-mercapto 3-a m ino. S-snlfampyi 0 ftntann Y i).i - 
Tyrosvn-L-Histidvl-NHBz 

239 mg (444 nmol) d'acide (2RS. 3S), 2-(paramethoxybenzyl- 
thio). 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) 
pentanoique (dont la synthese est detaillee dans la procedure 2) sont 
condenses sur 367 mg (533 nmol) de H-Tyr(tBu)-His(Trt)-NHBz dans 5 ml 
de dichloromethane selon le mode operatoire decrit dans I'exemple n°2 
etape II . Apres deprotection, on obtient 460 mg de brut qui est purifie sur 
une colonne semi-preparative (Vydac C18 ref 218TP510, 20x250 mm). 
Les deux diastereoiomeres sont separes. 

HPLC (gradient 20% de B a 60% de B en 15 min ; colonne Macherey- 
Nagel C18): 2 pics a 9.5 min et 9.9 min. 

1 H RMN (D 2 0) 5 2.12 (m, 2H. CH-CH 2 .CH 2 ), 2 .96 (dd, 2H, P(Tyr)). 3 08 
(dd, 1H, (3(His)), 3.18 (dd, 1H, P(His)), 3.33 (t, 2H, CH-CH?-CH?) 3 70 (d 
1H, CH-SH), 3.72 (m, 1H, CH-CH 2 -CH 2 ), 4.22 (d, 1H, CH 2 -C 6 H 5 ), 4 37 
(d, 1H, CH 2 -C 6 H 5 ), 4.55 (t, 1H, a(Tyr)), 4.60 (t, 1H, a(His)), 6.82 (d. 2H 
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H3-H5(Tyr)), 7.13 (d, 2H, H2-H6(Tyr)), 7.14 (s. 1H, H4(His)), 7.19 (d, 2H, 
C6H5), 7.37 (m, 3H, C6H5), 8.51( s, 1H, H2(His)). 
SM (ESI): (M+H) + m/z = 618,1 

> ll-B) (2RS.3R) N-fN-f2-mercapto. 3-amino, 5-sulfamovl. oentanovn-L- 

TvrosvlVL-Histidvl-NHBz. 

Les deux autres diastereoisomeres sont prepares par le 
rneme protocole a partir du synthon 1 de configuration (2RS, 3R). 

10 

EXEMPLE N°5 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentyl)-L-Tyrosyl)-L-Histidine 

l-A) (2RS.3SV 2-fparamethoxvbenzvl-thio), 3-fN-benzvtoxvcarbonyl- 
15 amino). 5-(N-tertiobutylaminosuifonvO pentanol 

A une solution de 284 mg (0,51 mmol) de (2SR,3S), 2- 
(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 
tertiobutyiaminosuifonyl) pentanoate de methyle dans 2 ml de THF et 2 ml 

20 d'ethanol absolu, sont ajoutes 90 mg (2,1 mmol) de chlorure de lithium et 

80 mg (2,1 mmol) de borohydrure de sodium (NaBhU). La reaction est 
agitee pendant 18 heures a temperature voisine de 20°C. Elle est arretee 
en additionnant KHS04(1N) et extraite avec de I'AcEt. Les phases 
organiques sont lavees avec de f'eau, KHS04(1N), NaHCO3(10%), une 

25 solution deNaCI saturee, sechees sur Na2S04(1N) puis concentrees sous 

pression reduite. 

On obtient avec un rendement quantitatif, 270 mg de 
(2SR.3S), 2-(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5- 
(N-tertiobutylaminosulfony!) pentanol dont les caracteristiques sont les 

3n suivantes : 

1 H RMN (d6 - DMSO) 5 1,18 (s f 9H ( tBu), 1,60 a 1,72 (m, 1H, CH-CH?- 
CH2), 1.82 a 1,97 (m, 1H, CH-CH2-CH2), 2,89 (t, 2H, CH-CH9-CH?), 3,20 
a 3,30 (m, 2H, CWgQH), 3,49 (m, 1H, CH-CH2-GH2), 4,70 (t, 1H, CH?OH), 
35 4,96 (d, 2H f CH2C6H5), 6,73 (s, 1H, SO2NH). 7,10 (d, 1 H, ZNH), 7,28 (s, 

5H, CH aromatiques) 
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I- B) (2RS 3R) 2-fparam*thoxvh«n™i.thin) , 3-<H-h»n, y >^ r ^ n , 
ammo), 5-fN-tertiobu tvlaminnsnifonyl) pentannl 

Le compose analogue de configuration (2RS. 3R) est obtenu 
par le meme protocole a partir du synthon 1 sous forme d'ester methylique 
et de configuration (2SR, 3R). 

II- A) (2SR.3S), 2-(paramethoxvbPn 7Y U h io). 3-(N-hPn 7V | 0)o/rarhnnYl . 
amino), 5-(N-tertiobu tvlaminosulfony[) pentanai 

A une solution de 0.056 ml (0,63) mmol) de chlorure d'oxalyl 
(fra,chement distille) dans 2,5 ml de dichloromethane , est ajoutee goutte 
a goutte, a -78X, sous azote, une solution de 0,115 ml (1,6 mmol) de 
DMSO dans 0,5 ml de dichloromethane. Une solution de 270 mg de 
(2SR.3S), 2-<paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino) 5- 
(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanol dans 1,5 ml de CH 2 CI 2 est coule° 
goutte a goutte. L'agitation est maintenue pendant 30 minutes, puis on 
ajoute 375 ul de triethylamine. Le melange reactionnel est agite pendant 5 
minutes supplemental a ^5°C puis on laisse revenir le bain a 
temperature ambiante. 

Apres 1 h d'agitation, on ajoute de I'eau et la phase aqueuse 
est extraite au dichloromethane. Les phases organiques sont combinees 
lavees avec KHS0 4 (1N). NaHCO 3 (10%). NaCI saturee, sechees sur 
Na2S04. 

Apres concentration sous pression reduite, on obtient avec 
un rendement de 94%. 0,747 g de (2SR.3S), 2-(paramethoxybenzyl-th,o) 
3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N-tertiobutylaminosulfonyl) pentanal 
dont les caracteristiques sont les suivantes : 

1 H RMN (d 6 - DMSO) 5 (s, 9H. tBu), 1,80 a 1,92 (m. 1H, CH-CH2-CH2) 
2,05 a 2.18 (m, 1H. CH-Cid2-CH2), 2,86 a 3,02 (m, 2H, CH-CH?-CH?) 
4,03 (m, 1H, OH-CH2-CH2), 5.00 (s, 1H, CH2C6H5). 6,87 (s, 1H, S0 2 NH)! 
7,27 a 7,37 (m. 5H, CH aromatiques), 7,87 (d, 1H, ZNH), 9 45 (s 1H 
CHO) 



WO 99/24461 , R PCT/FR98/02401 



iLBJ — (2RS.3R) — 2-fparamet ho'xvbenzvl-thio). 3-fN-benzvloxvcarbonvl- 
amino). 5-(N-tertiobutvlaminosulfonvO pentanal 

Le compose analogue de configuration (2SR, 3S) est obtenu 
5 par le meme protocole a partir du compose decr.it en IB. 

III- ) H-TvrftBu)-HisfTrt)-HMPresine 

La synthese du dipeptidyi-resine H-Tyr(tBu)-His(Trt)- 
to HMPresine est reaiisee en utiiisant la procedure 1 sur 150 mg (0,15mmoi) 

de HMP-resine avec A2 = Fmoc-His(Trt)-OH et Ai = Fmoc-Tyr(tBu)-OH. 

IV- ) (2 SR. 3S) N-(N-(2-mercaot o, 3-amino, 5-sulfamoyl pentvn-L-Tvrosvn- 
L-Histidine 

A une solution de 200 mg (0,4 mmol) de (2SR.3S) 3-(N-2), 2- 
(paramethoxybenzyl-thio), 3-(N-benzyloxycarbonyl-amino), 5-(N- 
tertiobutylaminosuifonyl) pentanal, 150 (amoi de resine H-Tyr(tBu)-His(Trt)- 
HMPresine, 30 mg (0,16 mmo!) d'acide paratoluenesuifonique (APTS) 

m dans 6 ml de DMF, est ajoutee une solution de 25 mg de NaBH3CN dans 

1 mt de DMF. Le melange reactionnel est agite pendant 16 heures a 
temperature ambiante. La resine est lavee alternativement avec NMP et 
dichioromethane. On effectue une deprotection TFA avec le melange 
TFA: eau : triisopropyisilane 40 mi: 2 ml: 1ml pendant 3 heures a 

I5 temperature ambiante. Le melange reactionnel est evapore sous pression 

reduite, repris avec de I'eau puis lyophiiise. 

On effectue des lors une deprotection HF a 0°C avec le 
melange HF : metacresol 10 ml: 0,2 ml pendant 1 heure. Apres distillation 
du HF, le restdu est repris avec un peu de TFA puis precipite avec un 

o melange froid ether diethylique : n-hexane 50:50. Le produit est ensuite 

lyophiiise. 

Les deux diastereoisomeres obtenus sont purifies et separes 
sur une colonne semi-preparative. 

Les deux autres diastereoisomeres sont obtenus par le 
5 meme protocole a partir du synthon 1 de configuration (2RS, 3R). 
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HPLC (gradient 0% a 40% de B en 15 min • mi^ u 

r* n * a ■ . ~ rnin , colonne Macherey-Naqel 

C18) : 4 p,cs a 10.80, 10.90, 1 1.03 et 1 1 14 min 

SM(ES): (M+H)+ m/z = 515.2 ; (M + 2H)2+ m / 2 , 2 58.1 
EXEMPLE NJ° fi 

N-(N-( 2 ^ercapto, 3-amino, 3.(3-sulfamo y r, P henyl propanoyl,. L . 
Tyrosyl)- L-Histidyl-benzylamide. 

I-) H-TvrYtBtn-HisfTrtU Mi-iR, 

H-Tyr(tBu)-His(Trt)-NHBz dont les caracteristiques sont les 
su.vantes est obtenu en phase liquide par condensations et defections 
successive* du Fmoc-His(Trt)-OH e. du Fmoc-Tyr(tBu)-OH sur ,a 

benzylamine. 

lc H TT 6 'Z S °l 5 1 20 (S ' 9K Trt> ' 2 40 (dd ' 1H ' P CH 2(His) / 
0CH2(Tyr)). 2.80 (dd, 2H, 3 CH 2 (His) / P CH 2( Tyr,>. 3.30 (m, 1H 

aCH(H,s)). 4.17 (m, 2H, CH 2 -C 6 H 5 ), 4.48 (m, 1H, aCH(His)) 6 60 (s 1 H ' 

™ Tf) f' ^ H5 (Tyr)) ' (d ' 2K H2 H6 ( « 7 00 - 7 33 (a,." 
20H, C 6 H5 / Tntyl). 8.12 (d, 1H, NH(His)). 8.30 (t, 1H, NH-CH 2 -C 6 H 5 ) 
8 52 (d, 2H, NH 2 (Tyr)). b 5 '' 

H-A) (2RS3S) N-(N-f ? -m.rr,ntn 3-sminn ^ „^., ]fh , 
propanoyl)- L-Tvrosvn- I - Histidvl-hPnTy iamiHo 

300 mg (0,57 mmol) d'acide ( 2 SR 3S) 2 
(paramethoxybenzyl-thio)-, 3-(N-t-butoxycarbonyl-amino)- ' 3 -(3-(N- 
tert.obutylaminosulfonyl)phenyl) propanoique (dont la synthese est 
detaillee dans la procedure 2 Bill) sont condenses sur 470 mg (0 68 mmol) 
de H-Tyr(tBu)-His(Trt)-NHBz dans 5 ml de dichloromethane selon le mode 
operator decrit dans Pexemple n«2 etape II. Apres deprotection par 
I'aode trifluoroacetique, on obtient 460 mg de brut qui est purifie sur une 
colonne semi-preparative (Vydac C18 ref 2 18TP510, 20x250 mm) Les 
deux diastereoiomeres sont separes a ce niveau la de la synthese par 
HPLC sur une colonne Vydac C18 10X250 mm. 

HPLC (gradient 10% de B a 90% de B en 30 min ; colonne 
Macherey-Nagel C18) : 2 pics a 12,85 min et 14,35 min (debit 1,5 ml/min). 
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Les deux produits obtenus sont alors traites a I'acide fluorhydrique 
anhydre en presence de 2% m-cresoi afin de deproteger le groupe p- 
methoxy benzyl protegeant !e soufre puis repurifies par HPLC. 

1 H RMN (D2Q) 5 2.96 (dd, 2H, p(Tyr)), 3.08 (dd, 1H, p(His)), 3.18 (dd," 
1H, P(His)) t 3.70 (d, 1H, CH-SH), 4.22 (d, 1H, CH^-CfiHgV 4.37 (d. 1h! 
CH2-C6H5), 4.55 (t, 1H, a(Tyr)), 4.60 (t, 1H, a(His)), 6.82 (d, 2H, H3- 
H5(Tyr)J, 7.13 (d, 2H, H 2 -H6(Tyr)), 7.14 (s, 1H, H 4 (His)) ( 7.19 (d, 2H, 
C6H5), 7.37 (m, 3H, C6H5), 8.51( s. 1H, H2(His)). 
SM (ESI): (M+H) + m/z 666,2 

ll-B) N-( N-(2-mercapto. 3-amtno, 3-(3-sulfamovnphenyl prooanovh- L- 
Tyrosyl)- L-Histidyl-benzylamide. 

Les deux autres diastereoiomeres sont obtenus par le meme 
protocole a partir du synthon 3 de configuration (2RS, 3R). 

EXEMPLE N Q 7 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyl pentanoyi)-L-p(2-naphtyl)- 
Ala)-L-b(2-naphtyl)-AIanine 

I- ) H-Bf2-naphtvn-L-Ala-Qf2-naDhtvlVL-Ala-dichlorotritvlresine 

La synthese du dipeptidyl-resine H-P(2-naphtyl)-L-Ala-p(2- 
naphtyl)-L-Ala-dtchlorotritylresine est realisee en utilisant la procedure 1 
sur 125 mg (200 |imol) de dichlorotritylresine avec A1 et A2 = Fmoc-P(2- 
naphtyl)-L-Ala-OH. 

II- A) (2RS .3S) N-(N-(2-mercaoto. 3-amino, 5-carbamovl, pentanovn-L-Bf2- 
naohtyl)-Ala)-L-B(2-naphtvlVAIanine 

200 mg (300 ^mol) d'acide (2RS, 3S), 2-(paramethoxybenzyl- 
thio), 3-{N-Boc), 5-trityi-carbamoyl pentanotque (dont la synthese est 
detaillee dans la procedure 3) sont condenses sur 200 ^mol de H-p(2- 
naphtyl)-L-Ala-P(2-naphtyl)-L-Ala-dichlorotritylresine dans 5 ml de 
dichloromethane en suivant le mode operatoire decrtt dans i'exemple n°3 
etape II. Apres deprotection, on obtient 149 mg de brut qui est purifie sur 
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une colonne semi-preparative (Vydac C18 ref 218TP510, 20x25 mm) Les 
deux d.astereoisomeres obtenus sont ainsi separes. 

HPLC (gradient de 40% a 80% de B en 15 min ; colonne In.erchrom®) • 2 
pics a 12.3 mm et 13.2 min. ' 
1 H RMN (d 6 -DMSO) 6 1.18 (m, 1H, pCH 2 (Gln)). 1.33 (m 1H PChbfGInU 
1.87 (m, 2K r CH 2 (G,n), 2 . 80 a 3,5 (m , 4H . p C H 2( ^£££^2 ' 
3.23 (m, 1H. aCH(Gln)). 3.52 (m. 1H. CH-SH), 4.54 et 4 67 (m 2H 
aCH((P(2-naphtyl)-L-Ala))/ aCH((P( 2 -naphtyl)-L-Ala)) 7 00 (s ' 1H 
CONH 2 (G,n)), 7.38 (s, 1H, CONH 2 (G,n)), 7.38 a 7.85 (m, 16 H arom ml 
na P h,y,)-L-A.a)/ NH 2 (Gln)), 8.62 et 8.66 (d. 2H. NH(3( 2 -n ap hty„-L-Ala)) 
SM(ES) : (M+H) + = 586,22 }) 

I.-B) (2RS 3R) N- (N - ( ? -m^ ntn ^mino. S-r,^, , 
O^-naphtvh-A lat-L-n^-naphtvn-Ala^inZ ^" k - 

Les deux autres diastereoisomeres sont obtenus par le 
meme protocole a partir du synthon 2 de configuration (2RS. 3R). 

EXEMPLE N°8 

N-{N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyl pe n tanoyl)-L-Trp}-L-Leucine 



l-)H-Tro-Leu-OtBu 



H-Trp-Leu-OtBu dont les caracteristiques sont les suivantes 
est obtenu par condensation du Fmoc-Trp-OH sur la H-Leu-OtBu suiv,e 
par une deprotection. 

Rf (MeOH:dichloromethane 10:90)=0,30 

1H RMN (d6-DMSO) 8 0.75(d, 3H, 5CH 3 (Leu)), 0.81 (d. 3H. 5CH 3 (Leu)) 
1.35 (s. 9H. tBu), 1.42 (m, 1H, yCHfLeu)). 1.63 (m, 2H. pCH 2 (Leu)) 2 68 
(dd. 1H. pCH 2 (Tr P) ). 3.01 (dd, 1H, PCH 2 (Trp)), 3.43 (m. 1H, aCH(Leu)) 
4.15 (m. 1H, aCH(Trp)), 6.91 (t. 1H, H 5 (Trp)), 7.00 (t, 1H, H 6 (Trp)) 7 01 

TJo^o 7 ^ 1H ' H7(TrP)) ' 7 51 (d ' 1H ' 8 00 (i 1H, 

NH(Leu)), 10.79 (s, 1H, NH(Trp)) 
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ll-A) (2RS. 3S), N-(N-(2-merca pto, 3-amino. 5-carbamoyl pentanovh-L- 
Trp)-L-Leucine 

200 mg (300 umol) d'actde (2RS, 3S), 2-(paramethoxybenzyl- 
thio), 3-(N-Boc),. 5-trityl-carbamoyl pentanotque (dont la synthese est 
detaillee dans la procedure 3) sont condenses sur 200 jamol de H-Trp- 
Leu-OtBu dans 5 ml de dichloromethane en utilisant le mode operatoire 
decrit dans I'exemple n°2 t etape II. 

Apres deprotection, on obtient 223 mg de brut qui sont 
purifies sur une coionne semi-peparative (Vydac C18 ref 218TP510, 
20x25 mm). Les deux diastereoisomeres obtenus sont ainsi separes. 

1 H RMN (d6-DMSO) 5 0.83 (5, 3H, 5CH3(Leu)), 0.88 (d, 3H, 5CH3(Leu)). 
1.32 (m, 1H, yCH(Leu)), 1.50 (m, 3H, pCH2(Leu)/pCH2(G!n)), 1.60 (m, 1H, 
PCH2(Gln)), 2.01 (t, 2H, yCH^GIn)), 2.91 (dd, 1H, 3CH2(Trp)), 3.07 a 
3.17 (m, 2H, pCH2(Trp)/aCH(Gln)) ( 3.63 (m, 1H, CH-SH), 4.27 (m, 1H. 
aCH(Leu)), 4.64 (m, 1H, aCH(Trp)), 6.97 (t, 1H, Hs(Trp)), 6.99 (s, 1 H, 
CONH 2 ), 7.03 (t, 1H, H 6 (Trp)), 7.13 (t, 1H, H 2 (Trp)), 7.32 (d, 1h! 
H7(Trp)), 7.40 (s, 1H, CONH2), 7.63 (d, 1H. H 4 (Trp)), 7.95 (br s, 3H. 
NH3 + ), 8.40 (d, 1H, NH(Leu)), 8.63 (d, 1H, NH(Trp)), 10.76 (s, 1H, 
NHi(Trp)), 12.5 (br s, 1H, COOH). 

H-B) (2RS.3R) N-rN-f2-mercapto. 3-amino. 5-carbamovl pentanovl)-L-Trp\- 
L-Leucine 

Les deux autres diastereoisomeres sont obtenus par le 
meme protocole a partir du synthon 2 de configuration (2RS, 3R). 

EXEMPLE 9 

Caracterisation de I'activite biologique de composes de formule 
generale (I) 

Le pouvoir inhibiteur peut etre determine sur I'activite 
endopeptidasique des chaines legeres purifiees de toxine tetanique et de 
toxine botulique de type B en suivant !e protocole decrit dans la litterature 
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(SoleHhac et al. Analytical Biochemistry, 241, 120 . 1996) car ces deux 
enzymes clivent toutes d eux la synoptobnevme au meme site de clivage 

Le compose a tester (10^1) est preincube avec 10 U I de 
cha.ne (egere purifiee de toxine tetanique (250 ng) ou de toxine botulique 
B pendant 30 minutes a 37«C dans un volume tota. de 80 ul de tampon 
20mM Hepes, 100 mM NaCI a P H 7,4. On ajoute alors 20 ^ d'une solution 
a 100 M M du substrat fluorescent (Pya88 )Sy b 39-88 dans le meme 
tampon ; I'incubation est prolongee pendant 30 minutes a 37°C et a rabris 
de la lumiere. On arrete la reaction par addition de 0,9 ml de 72% de 

MeOH dans Teau contenant 0.1% de TFA. Le metabolite fluorescent 
genere (Pya88 )Syb 77 . 88 est s6par - du substrat ^ 

chromatographie sur colonne Sep-Pak Vac Ci 3 contenant 500 mg de 
phase inverse Ci 8 (Waters)®. La quantite de metabolite formee est 
mesuree par fluorimetrie avec comme longueur d'onde d'excitation 343 nm 
et comme longueur d'onde d'emission 377 nm. 

A litre d'exemples, le tableau I ci-apres donne I'act.vite 
inh.b.tnce in vitro de certains composes sur les proprietes hydrolyt.ques de 

la toxine tetanique. 

•N- r 





H 2 N" ^ Nr 

I I H 

SR 4 R5 O R 3 (!) 

(R4. R5. R6 = Hydrogene) 

En ce qui concerne le tableau If. y sont soumises les activites 
inhibitrices de certains composes revendiques, sur les proprietes 
hydroiytiques de la toxine botulique de type B. 
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Tableau II 
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REVENDICATiONS 



1. Compose caracterise en ce qu'il repond a la formule 

generate (I) : 




dans laquelie : 

- X represente : 

• un groupement methylene ou 

• un groupement carbonyle, 

- Ri represente : 

un groupement alkyle, alkoxyaikyle, alkylthioafkyie, halo- 
alkyte, cydoalkyle, heterocycioalkyle, (cycloalkyl)alkyle, 

(heterocycloalkyle)alkyle, aryle, arylalkyle, heteroaryle, ou 
(heteroaryl)alkyle, substitue sur la chaine alkyie ou sur ie cycle par au 
moins un groupement R7 choisi parmi : 

. un groupe sulfonamide -S0 2 NH 2) -S0 2 NHR 6 ou 
-S0 2 N(R a ) 2 , 

. un groupe amide, -CONH 2) -CONHR 8 ou -CON(R a ) 2( 
avec R 8 etant un groupement alkyle, cydoalkyle, (cycloalkyl)alkyie, 
aryle ou arylalkyle. 



- R2, R 3 represented independamment I'un de I'autre un atome 
d'hydrogene, un groupement alkyle, alkoxyaikyle, carboxyalkyle, halo- 
alkyle, hydroxyalkyle. aminoalkyle, alkylthioalkyle, cydoalkyle, 
heterocycloalkyle, (cycioalkyl)alkyle, (heterocycloalkyle)alkyle, aryle, 
arylalkyle, arylarylalkyie, heteroaryle, (heteroaryl)alkyie, 
carbamoylalkyle, guanidinylalkyle, 



"I 
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- R 4 represente 

• un atome d'hydrogene, 

• un groupement acetyle, 

• un groupement benzoyle, 

un groupement -SR 9 avec R 9 etant un groupement alkyle, 
cycloalkyle, (cycloalkyl)alkyle t aryle, arylalkyie ou 

• un groupement 

-S-CH[CHR 1 -NH 2 ]-X-N(R 5 )CHR 2 CON(R 6 )CHR 3 COZ, 
avec R t , X, R 5 . R 2i R 6 . R 3 et Z teis que definis ci-dessus ou ci-apres, 

-Rs et R 6 represented independarnment Tun de I'autre un atome 
d'hydrogene, un groupement alkyle, cycloalkyle, (cyc(oa!ky!)alkyie, aryle, 
arylalkyie, heteroaryle, (heteroaryl)alkyle, 



- R 2 et R 5 pris ensemble peuvent eventuellement constituer avec I'atome 
d'azote portant R 5 un groupement heterocycioalkyle eventuellement 

20 condense avec un aryle, ou un heteroaryle, 

- R 3 et R 6 pris ensemble peuvent eventuellement constituer avec I'atome 
d'azote portant R 6 un groupement heterocycioalkyle eventuellement 
condense avec un aryle ou un heteroaryle, 



- Z represente un groupement OH, OR 10 , NH 2 , NHR 10( N(R 10 ) 2 , avec R 10 
etant un groupement alkyle, cycloalkyle, (cycloalkyl)alkyle, aryle ou 
arylalkyie, 



30 et Ieurs derives. 



2. Compose de formule generale I selon la revendication 
1, dans laquelle R, est un groupement alkyle, cycloalkyle, aryle, 
heteroaryle, substitue par au moins un groupement -S0 2 NH 2l -S0 2 NHR 8 , - 
S0 2 N(R 8 ) 2 , avec R 8 representant un groupement alkyle, cycloalkyle, 
(cycloalkyl)aikyle, aryle ou arylalkyie. 
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3. Compose de formule generate I selon la revendication 
1 ou 2, dans laquetle X represente un groupement carbonyle. 

4. Compose de formule generale I selon la revendication 
1 ou 3 dans iaquelle X represente une fonction carbonyle et R, represente 
un groupement alkyle, cycioalkyle, aryle ou heteroaryle, substitue par au 
moins un groupement -S0 2 NH 2l -S0 2 NHR 8> -S0 2 N(R 8 ) 2 , -CONH 2 , - 
CONHR a -CON(R 8 ) 2 , avec R e representant un groupement alkyle, 
cycioalkyle, (cycloalkyl)alkyle, aryle ou arylalkyle. 

5. Compose de formule generale I selon la revendication 
4 dans Iaquelle R t represente de preference un groupement 
(CH 2 ) n S0 2 NH 2) (CH 2 ) n CONH 2 ou (S0 2 NH 2 )Ph avec n compris entre 1 et 5. 

6. Compose de formule generale I selon rune des 
revendications 1 a 5 dans Iaquelle R 4f R Si et R 6 representent un atome 
d'hydrogene, X une fonction CO, et R, un groupement (CH 2 ) 2 S0 2 NH 2 . 

7. Compose de formule generale I selon Tune des 
revendications 1 a 5 dans Iaquelle R 4l R 5l et R 6 representent un atome 
d'hydrogene, X une fonction CO, R, un groupement (S0 2 NH 2 )Ph. 

8. Compose de formule generale selon Tune des 
revendications 1 a 7 caracterise en ce qu'il presente de preference une 
configuration absolue (S) ou (R) sur le carbone portant le groupement R t , 
(S) ou (R) sur le carbone portant la fonction -SR 4 , et (S) sur les carbones 
portant les groupements R 2 et R 3 

9. Compose selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il s'agit de preference d'un compose choisi parmi 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-suifamoyl pentanoyl)- L-Valyl)- L- 
isoleucine, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino t 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Valyl)- L- 
Isoleucyl- benzyiamide, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-suifamoyl pentanoyl)- L-Tyrosyl)- L- 
Histidine, 



1 
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N-(N-(2-mercapto t 3-amino, 5-sulfamoyl pentanoyl)- L-Tyrosyl)- L- 
Histtdyl-benzylamide, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-sulfamoyl pentyl)-L-Tyrosyl)-L- 
Histidine, 

5 - N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 3-(3-sulfamoyl). phenyl propanoyl)- L- 

Tyrosyl)- L-Histidyl-benzyiamide, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyl pentanoyl)-L-p(2-naphtyi)- 
Ala-L-P(2-naphtyl)-Alanine, 

N-(N-(2-mercapto, 3-amino, 5-carbamoyl pentanoyl)-L-Trp)-L- 
io Leucine. 

10. Procede de preparation d'un compose de formule 
generale (I) selon I'une des revendications 1 a 9 dans laquelle X 
represente un groupement carbonyle, CO r par couplage d'un acide de 
15 formule generale (II) : 



20 



25 




(JO 

dans laquelle: 

Pt represente un groupement tertbutyloxycarbonyle ou 
benzyloxycarbonyie, 

P 2 represente un groupement 4-methoxybenzyle ou 2,4 
dimethoxybenzyle, 

avec Ri etant defini selon la revendication 1, 

avec une amine de formule generale (Ml) 

R 2 O 
I 2 I II 

hn c nr z 



ii 



R, O R 3 (Hi) 



k 5 



dans laquelle: 

R2 et R 3l R 5l R 6 et 2 sont definis selon la revendication 1, 
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dans un solvant organique, en presence d'un agent de couplage et d'une 
amine tertiaire a une temperature de I'ordre de 20°C. 

11. Procede de preparation d'un compose de formule 
generaie (I) selon Pune des revendications 1, 2 et 8 dans laquelle X 
represente un groupement methylene, CH 2l par traitement d'une amine de 
formule generaie (111) telle que definie en revendication 10 avec une 
aldehyde de formule (IX) 

H SP 2 

(IX) 

dans laquelle R lt P, et P 2 sont definis selon la revendication 10 au sein 
d'un solvant organique et en presence d'un cataiyseur. 

12. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif au moins un compose de formule 
generaie (I) tel que defini en revendication 1 a 9. 

13. Composition pharmaceutique selon la revendication 
12 caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 
12 ou 13, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins une 
toxine clostridiale. 

15. Composition selon la revendication 13 caracterisee en 
ce qu'il s'agit d'une neurotoxine botulique ou tetanique. 

16. Systeme de diagnostic pour detecter des neurotoxines 
clostridiales caracterise en ce qu'il comprend au moins un compose de 
formuie generaie I selon Tune des revendications 1 a 9. 
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